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tiber den Ablauf fermentativer Reaktionen unter hohem Druck”) 
Von 
H. J. Deuticke und F. Harren 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitét Bonn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1938) 


In zwei friher veréfientlichten Untersuchungen [H. J. Deu- 
ticke und U. Ebbecke!), H. J. Deuticke und O. Hasenbring?)| 
war der Einflu8 hoher Drucke auf die chemischen Vorginge im 
quergestreiften Muskel verfolgt und dabei festgestellt worden, dab 
entsprechend der Héhe und der Dauer der Verkiirzung, mit der 
ein Muskel die zeitlich und in ihrer Intensitiit verschieden ab- 
gestuften Drucke beantwortet, auch der Muskelstoffwechsel be- 
einfluBt wird. Der Phosphokreatinzerfall, die Milchsiurebildung 
aus Polysaccharid und einige andere fiir den titigen Muskel 
charakteristische Umsetzungen erfolgen bei steigendem Druck in 
vermehrtem Umfange, und selbst ein Druck von 1500 Atm. 
bringt wihrend 30 Minuten Einwirkung die fermentativen Um- 
setzungen im Muskel keineswegs zum Stillstand. 

An Fermentlésungen, und zwar an Fermenten des Pankreas- 
saftes, der Hefe und solchen pflanzlichen Ursprungs haben anderer- 
seits schon vor einigen Jahren M. A. Macheboeuf, J. Basset 
und ihre Mitarbeiter*) durch Einwirkung hoher Drucke eine 
Wirksamkeitsminderung und bei geniigend langer Druck- 
einwirkung vollige Inaktivierung von Fermenten erzielen kénnen. 
Jedoch waren hierzu Drucke von 10—20000 Atm. bei meist 
45 Minuten Einwirkungsdauer notwendig; solange der Druck 
6—8000 Atm. nicht iiberstieg, blieben die Lésungen voll wirksam. 

Diese Versuche sind mit den unsrigen insofern nicht un- 
mittelbar in Beziehung zu setzen, als wir das Verhalten der 
Fermente wahrend der Druckeinwirkung, Macheboeuf, Basset 
und ihre Mitarbeiter hingegen nach der Druckeinwirkung priiften. 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVT. 12 






































170 H. J. Deuticke und F. Harren, 


Die Diskrepanz haben wir aber, von U.Ebbecke dazu angeregt, 
weiter verfolgt. Denn die soeben erwihnte Verschiedenheit in der 
Versuchsanordnung konnte schwerlich allein fiir das entgegen- 
gesetzte Ergebnis unserer Versuche und derer von Macheboeutf 
verantwortlich gemacht werden, eher die verschieden hohe Atmo- 
sphirenzahl, die zur Anwendung kam, die in unsern Versuchen mit 
im allgemeinen 300—800 Atm. erheblich unter der von Macheboeuf 
verwandten lag. DaB niedrige Drucke eine beschleunigende Wirkung 
auf Fermentvorginge ausiiben kénnen, hatG.Meldolesi*) an Pepsin., 
Trypsin- und Diastaselésungen, bei- Druckeinwirkung wihrend 
des Fermentvorganges, beobachtet. Aber Ja das Optimum, das 
er bei 5 Atm. fand — bei 10 und 15 Atm. war die beschleunigende 
Wirkung des Druckes bereits stark abgeschwaicht — einer ganz 
anderen GréBenordnung angehért als die 300—800 Atm. unserer 
Versuche, sein Ergebnis zudem von K. Ohtani), der unter 
7—15 Atm. Druck eine Hemmung der Diastasewirkung fand, 
nicht bestatigt wurde, ist die von uns am Muskel beobachtete | 
Beschleunigung fermentativer Reaktionen sicher nicht mit den 
Untersuchungen von G. Meldolesi in Zusammenhang zu bringen. 
Der beschleunigte Ablauf fermentativer Prozesse im Muskel be- 
ruht vielmehr darauf, daB das ganze Organ anders als eine 
Fermentlésung die Druckwirkung als Reiz mit den fiir das Organ 
charakteristischen Reaktionen beantwortet, der Muskel mit einer 
Kontraktion, die ihrerseits wieder eine Reihe chemischer Prozesse 
auslést. Daneben kann es natiirlich noch eine den Ferment- 
vorgang direkt beeinflussende Druckwirkung, in férderndem oder 
hemmendem Sinne, geben. Diese Frage, inwieweit die von wns 
beobachtete Beschleunigung fermentativer Prozesse nur bei an- 
nihernd erhaltener Struktur des Muskels méglich ist, inwieweit 
unter geeigneten Bedingungen auch in dem von uns verwandten 
Druckbereich eine Behinderung fermentativer Umsetzungen eintritt, 
haben wir an strukturell verschieden zusammengesetzten Ferment- 
systemen, am Organbrei, an PreBsiiften, am Blut und schlieBlich an 
reinen Fermentlésungen weiter verfolgt. 

Beziiglich der angewandten Methodik sei, soweit sie nicht 
bei den einzelnen Versuchen beschrieben ist, auf unsere friiheren 


Mitteilungen» *) verwiesen. 


Versuchsergebnisse 


In den ersten drei Versuchen wurden weniger die Ferment- 
vorgiinge wihrend der Druckeinwirkung verfolgt als vielmehr, 
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analog der Anordnung von Macheboeuf, die Folgen der Kom- 
pression an bestimmten fermentativen Fahigkeiten der Muskulatur 
und des MuskelpreBsaftes nachtriglich gepriift. 

Im Versuch 1 blieben Kaltbliitermuskeln wihrend 30 Minuten 
unter 800 Atm. Druck, was nach unseren friiheren Erfahrungen 
stets zu einer schweren und irreversiblen Kontraktur der Muskeln 
fiihrt und die anorganische H,PO,, die Milchsiure und einige 
andere Dissimilationsprodukte des Muskelstoffwechsels ansteigen 
laBt. AnschlieBend wurden die Muskeln zu Brei zerkleinert und 
auf ihre Fiahigkeit gepriift, eine fermentative Synthese durch- 
zufiihren, namlich bei Fluoridzusatz (m/10 und m/100) ihr an- 
organisches Phosphat innerhalb von 15, 30 und 60 Minuten mit 
Kohlenhydrat zu verestern unter Bildung von 6- und 3-Kohlen- 
stoffphosphorsaiureverbindungen. 


Versuch 1 

(13. 7. 1936) 
EinfluB von 800 Atm. Druck wihrend 80 Minuten auf den Gehalt der Kalt- 
bliitermuskulatur an anorganischer H,PO,. AnschlieBend Exposition der 


zu Brei zerkleinerten Muskulatur mit m/10- und m/100-NaF unter Glykogen- 
und Bicarbonatzusatz 


H,PO, in mg-°/, der Muskulatur 























Zu Versuchsbeginn 344 432 
Gastrocnemien 30 Minuten Bei gewohnlichem Bei 800 Atm. 
aufbewahrt Druck Druck 
m/10 | m/100 | m/10 | m/100 
pe 15 Minuten 287 311 387 | 37 
NaF-Einwirkun 30 ” 229 283 BY) 384 
ening & leo , 214 262 338 356 


Wie man sieht, ist durch die Druckeinwirkung, wihrend der 
die Muskeln ebenso wie die Kontrollmuskeln sich in fliissigem 
Paraffin befanden, auch in diesem Versuch die anorganische 
Phosphorsiure angestiegen, und zwar von 344 auf 432 mg-°/|; 
aber das nachtriglich zu Brei zerkleinerte Muskelgewebe hat die 
Fahigkeit behalten, unter Fluorideinwirkung bei gleichzeitigem 
Glykogen- und Bicarbonatzusatz anorganisches Phosphat zum Ver- 
schwinden zu bringen. Nur ist die Menge des verschwundenen 
Phosphats in den Ansitzen mit m/10-Fluorid bei den unter Druck 
aufbewahrten Muskeln stets geringer als bei den Kontrollmuskeln, 


wihrend in den Ansitzen mit m/100-Fluorid die Unterschiede 
12° 
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nicht eindeutig ‘zugunsten der Kontrollmuskeln sprechen. 


H. J. Deuticke und F. Harren, 


Die 


absoluten Endwerte der anorganischen Phosphorsiiure liegen aber 
in simtlichen Ansiatzen der unter Druck aufbewahrten Muskeln 
wesentlich héher als in den Ansitzen mit Kontrollmuskulatur, so 
daB, da es sich hier um Gleichgewichtsreaktionen handelt, eine 
Schidigung der Muskulatur beziiglich ihrer fermentativen Fihig- 
keiten durch die Einwirkung von 800 Atm. Druck sicher ein- 


getreten ist. 


Versuch 2 und 3 
(8.7 und 22. 7. 1936) 


EinfluB yon 800 Atm. Druck wiibrend 30 und 60 Minuten auf den Gehalt 


des MuskelpreBsaftes an anorganischer H,PQ,. 


AnschlieBend Exposition 


mit m/10- und m/100-NaF unter Glykogen- und Bicarbonatzusatz. 


H,PO, in mg-°/, des Muskelpre8saftes 





Zu Versuchsbeginn 


PreBsaft auf bewahrt 


571 


30 Minuten. 
bei gewohnl.| bei 800 Atm. 








570 
60 Minuten 
bei gewéhnl.| bei 800 Atm. 





























Ver- Druck | Druck Druck | Druck 
such ane peril poem 
9 582 | B84 594 | B97 
AnschlieBena| . m/10 m/100 | myed —— m/10 m/100| m/10 | m; Eo 
NaF- 15 Min.} 254 | 198 | 231 167 | 236 | 186 | 260 | 193 
Einwirkung | 30 Min.}| 74 68 | 68 60 81 | 74] 98! 77 
60 Min.} 33 | 100 | 34. 101 35 | 94 | 36! 94 
Zu Versuchsbeginn 565 567 
PreBsaft aufbewahrt 30 Minuten 60 Minuten 
bei gewohnl.| bei 800 Atm. | bei gewéhnl.| bei 800 Atm. 
Ver- Druck Druck Druck Druck 
such ae ee ee oe seer 
5 566 573 517 «TO 
AnschlieBena| m/10 |m/100 m/10 m/100] m/10 |m/100! m/10 | m/100 
NaF. /15Min.] 279 | 186 267 120 | 217 | 111 | 231 | 126 
Einwirkung | 30 Min.} 130 | 36 134 36 | 119 88 | 127 | 34 


60 Min. 


56 = «98 71 90 


65 111 | “1 100 


Nach Aufhebung der Zellstrukturen liegen die Verhiltnisse 


etwas anders, wie die beiden folgenden Versuche 2 und 3 zeigen. 
Hier wurde zellfreier PreBsaft aus Kaninchenmuskulatur, der in 
der iiblichen Weise mittels einer Buchnerpresse hergestellt war*), 


*) Herrn Professor C. Heidermanns vom hiesigen Zoologischen In- 
stitut méchten wir auch an dieser Stelle fiir die Zurverfiigungstellung seiner 
Buchnerpresse herzlich danken. 
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verwandt, jedesmal auf vier Ansitze verteilt und mit fliissigem 
Paraffin tiberschichtet. Zwei Ansitze wurden je 30 Minuten auf- 
bewahrt, der erste bei gew6hnlichem Druck, der zweite bei 800 Atm. 
Druck, die beiden andern unter den gleichen Bedingungen je 
60 Minuten. 

In beiden Versuchen stieg die anorganische Phosphorsiure, 
im Gegensatz zu ihrem Verhalten im intakten Muskel, in den bei 
800 Atm. Druck aufbewahrten Ansitzen nicht stiirker an als in 
den entsprechenden Ansitzen bei gewdhnlichem Druck, z. T. des- 
wegen, weil organische Phosphorsiureverbindungen bereits bei der 
PreBsaftbereitung dephosphoryliert werden oder nicht in den PreB- 
saft tibergehen, z. TI. aber auch, weil sie offenbar unter Druck- 
einwirkung im MuskelpreBsaft weniger leicht gespalten werden als 
im Muskelbrei. Denn bei der Einwirkung eines anderen Reizes, 
bei Beeinflussung der Reaktionsgeschwindigkeit der hier in Frage 
kommenden Fermentvorginge durch Temperaturerhéhungen aut 
40—45°, besteht dieser Unterschied nicht; da werden, wie friihere 
Versuche oftmals zeigten, im PreBsaft wie im Muskel merkliche 
Mengen von anorganischer Phosphorsiure frei. 

Bei der anschlieBenden Fluorideinwirkung, die in den einander 
entsprechenden Ansitzen im Versuch ? bei 24°, im Versuch 3 
bei 22° erfolgte, zeigt sich dann, daB die kurzdauernde Druck- 
elnwirkung von 30 Minuten das nachtrigliche Verschwinden von 
anorganischem Phosphat innerhalb der ersten 15 Minuten ein- 
deutig begiinstigt, nach 30 und 60 Minuten Exposition sich ein 
Unterschied zwischen den beiden Ansatzen jedoch nicht mehr mit 
der hier verwandten Methode nachweisen lift. Der 60 Minuten 
bei 800 Atm. aufbewahrte MuskelpreBsaft ist dagegen in seiner 
Fihigkeit, anorganisches Phosphat nachtriglich unter Fluorid- 
einwirkung zum Verschwinden zu bringen, zuniichst beschrinkt, 
erst nach 30 und 60 Minuten Exposition mit Fluorid sind auch 
hier die Phosphorsdéureendwerte in den bei gewohnlichem Druck 
und bei 800 Atm. Druck aufbewahrten Prefsaftansitzen an- 
nihernd gleich. 

Kine hemmende Wirkung von 800 Atm. Druck wird noch 
deutlicher nachweisbar im niichsten Versuch 4, in dem die An- 
ordnung insofern geindert war, als hier die Veresterungsphase 
sich der Druckeinwirkung nicht anschloB, sondern der Druck 
wihrend der fermentativen Synthese einwirkte. Sowohl bei m/10- 
wie m/100-Fluorid ist hier nach 15 Minuten und nach weiteren 
15 Minuten in den unter Druck aufhewahrten Ansiitzen stets 
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Versuch 4 
(1. 7. 1986) 


EinfluB von 800 Atm. Druck auf das Verschwinden von anorganischer H,}’0, 
unter m/10- und m/100-NaF-Einwirkung (Glykogen- und Bicarbonatzusaty) 
im Muskelprebsaft 


H,PO, in mg-°/, des MuskelpreBsaftes 
































Zu Versuchs- Zu Versuchs- — 
beginn as beginn sola 
PreBsaft unter PreBsaft unter 
- aul m/100-NaF-Wirkung 
Wirkung 
' oa ' as | ' = 
= = ° : - = os ‘ | = Se 
Druck- a= n ~ 2 3 Druck- . A = 38% | ¢ Ob 
einwirkung Ree is a einwirkung Sn & v =sA | met 
ml 5 4 ml BS |was 
oo oo | O © 
15 Min.} 96 | 158 15 Min.| 169 | 213 | 50 
weitere 15 Min. 24 | 67 weitere 15 Min. 438 | 82 |; 105 
weitere 15 Min.}] 82 | 27 weitere 30 Min.| 99 77 | 150 


erheblich weniger anorganisches Phosphat verestert als in den 
unter gewohnlichem Druck gehaltenen und natiirlich auch mit 
Fluorid—Glykogen—Bicarbonat versetzten PreBsaftanteilen. Nach 
langerer Expositionszeit kehrt sich das Verhaltnis um, im Ansatz 
mit m/10-Fluorid ist nach insgesamt 45 Minuten und im Ansatz 
mit m/100 nach 60 Minuten der Phosphorsiiureendwert bei 800 Atm. 
Druck niedriger als in dem entsprechenden Kontrollansatz, und 
zwar deswegen, weil das Optimum der Synthese in den Ansitzen 
bei kew6Ohnlichem Druck nach diesen Zeiten bereits iiberschritten 
war, in den unter Druck aufbewahrten Ansitzen hingegen noch niclit. 

Ks ist kein Zweifel, daB die bei Kompression im Innern der 
Druckbombe eintretende Temperaturerhéhung, die in dem von 
uns verwandten DruckgefiB bei 800 Atm. Druck und Verwendung 
von fliissigem Paraffin als Sperrfliissigkeit nach den Messungen 
von H. Remberg®*) und A. Dierckesmann im Moment der Kon- 
pression 7,3° betriigt, die Geschwindigkeit der hier beobachteten 
Fermentreaktionen beeinfluBt, auch wenn die Temperaturerhéhung 
bei der hohen Warmeleitfihigkeit des Metalls der Druckbombe 
verhiltnismiBig rasch abklingt — nach etwa 4 Minuten ist die 
Halbwertszeit erreicht — und deshalb bei langsamem Druckanstieg 
nicht anniihernd so stark in Erscheinung tritt. Fiir die ersten 
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drei Versuche dieser Arbeit war dies ohne Bedeutung, da die 
Prifung der fermentativen Fahigkeiten des Muskelbreies bzw. 
-preBsaftes erst nach der Druckeinwirkung und dann selbstver- 
stindlich im Wasserbad bei konstanten T’emperaturen erfolgte. 
Im Versuch 4 wurde, um diesen Faktor experimentell festzulegen, 
ein unter m/100 Fluoridwirkung stehender PreSsaftanteil bei einer 
gegentiber den beiden iibrigen Ansaitzen um 5° erhéhten Tempe- 
ratur exponiert; er zeigte, wie erwartet, eine Reaktionsbeschleu- 
nigung, das Maximum der Synthese war bereits nach 15 Minuten 
erreicht, so daB der die Veresterung hemmende Einflu8 von 
800 Atm. in Wahrheit noch stirker sein diirfte als im Versuch 4 
zum Ausdruck kommt. 

Da das unter Fluorid stehende verschwindende anorganische 
Phosphat iiber das leicht hydrolysierbare Hexosediphosphat und 
iiber Triosephosphat in die schwer hydrolysierbare Phospho- 
clycerinsiure bzw. Glycerinphosphorsiure umgewandelt wird’) 
und méglicherweise eine der Einzelphasen dieses fermentativen 
Kohlenhydratumsatzes durch den hohen Druck besonders ge- 
schidigt war, haben wir im Versuch 4 von den mit m/10-Fluorid 
exponierten Ansiitzen die ersten beiden, d. h. die nachtriaglich 
15 und 30 Minuten exponierten, bei denen die Unterschiede be- 
sonders groB waren, auf leicht oder schwer hydrolysierbares 
organisches Phosphat analysiert durch Aufnahme von Hydro- 
lysenkurven in der von K. Lohmann‘) beschriebenen Weise. 
Wie aus Fig. 1 auf 8.176 ersichtlich ist, verlaufen die zusammen- 
gehérigen Hydrolysenkurven praktisch parallel, so daf in der 
Kette der aufeinanderfolgenden Fermentreaktionen keine durch 
den hohen Druck besonders betroffen ist. 

Uber den Umfang, in dem die eine Teilphase, die Umwand- 
lung von Hexosediphosphat in schwer hydrolysierbares orga- 
nisches Phosphat durch die Einwirkung von 800 Atm. Druck 
behindert ist, gibt Versuch 5, Fig. 2 Auskunft. Hier wurde PreB- 
saft mit Fluorid und Hexosediphosphat—Bicarbonat versetzt, ein 
Anteil bei Zimmertemperatur von 19° und normalem Druck 
(Kurve ITD), ein zweiter Anteil bei Zimmertemperatur und 800 Atm. 
Druck (Kurve IT) und ein dritter Anteil bei einer um 3° héheren 
Temperatur und normalem Druck (Kurve IV) wihrend 30 Minuten 
exponiert. Aus dem Kurvenverlauf ist ersichtlich, dab gegeniiber 
dem Kontrollansatz (Kurve J) im Ansatz IV das leicht hydroly- 
sierbare Hexosediphosphat am stiirksten, im Ansatz II d.h. unter 
800 Atm. Druck hingegen am schwiichsten in einen schwer hydro- 
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lysierbaren Ester umgewandelt war. Auch hier ist das Ergebnis 
besonders beweisend, da in diesem Versuch im Ansatz II die 
Temperatur im Mittel innerhalb der 30 Minuten Expositionszeit 
der im Ansatz IV herrschenden vermutlich sehr 4hnlich, gegen- 
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EinfluB von 800 Atm. Druck wihrend 30 Min. auf die Umsetzung von Hexosediphosphat 


im NaF (m/100)-vergifteten und mit Bicarbonat versetzten MuskelpreBsaft 


Hydrolysenkurve I (- ——— +): 
Il (— — —): 
III (—-—-»): 
OY denccknee ) 


PreBsaft nach Schenck gefidllt und nachtraglich mit 
Fluorid—Hexosediphosphat versetzt (Kontrollansatz) 
PreBsaft nach Fluorid—Hexosediphosphatzusatz bei 
800 Atm. Druck exponiert 

PreBsaft nach Fluorid—Hexosediphosphatzusatz bei 
normalem Druck und bei 19° exponiert 

PreBsaft nach Fluorid—Hexosediphosphatzusatz bei 
normalem Druck und bei 22° exponiert 
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iiber der im Ansatz III herrschenden sicher erhéht war. Wir 


diirfen demnach aus diesem Versuchsergebnis in Verbindung mit 





Zu Versuchsbeginn 
sind im ganzen 


Versuch 6 

(31. 1. 1938) 

EinfluB von 800 Atm. Druck auf die fermentative Umsetzung von 
Phosphoglycerinsiiure im MuskelpreBsaft. 


Anorg. H,P0O, 


Brenztraubensiiure 


20,3 mg 


dem des voranstehenden Versuches 4 folgern, daB auch die erste 
Phase des Kohlenhydratabbaus, die Veresterung von Kohlenhydrat 
mit Phosphorsiure, in anniihernd gleichem Umfange durch die 
Kinwirkung von 800 Atm. behindert wird. 


























Ansatz enthalten Milchsiure 32,6 mg 
A B C D 
Kontrolle. | PreBsaft unter Zusatz von 
PreBsaft 20 mg org. H,PO, (phos- 
unter phoglycerinsaures Na) 
Im ganzen Ansatz Bicarbonat- | und Bicarbonat aufbewahrt 
sind enthalten zusatz auf- | , 24 1 ob 
in mg bewahrt | Bs- | 23- : 
° = th ca =a 
bei ge- aw f cee | wee 
aca es BhIC 3a 8 
wohnlichem |] o es Og 2. & 
bp & mS S 
Druck und] “28 ] 228 SR 
iit oa joe | 
Nach Anorg. H,PO, 21,4 28,0 28,8 26,5 
15 Min. Brenztraubensiiure — 5,9 6,6 4,3 
Nach Anorg. H,PO, 21,8 32,9 32,9 29,7 
weiteren { Brenztraubensiiure —_ 10,0 10,8 7,4 
30 Min. Milchsiiure 35,7 33,4 35,9 33,2 
Nach weit. J Anorg. H,PO, 22,0 36,2 36,5 33,6 
45 Min. Brenztraubensiure —- 12,7 14,0 10,4 
Nach Anorg. H,PO, 22.7 37,8 39,1 35,1 
weiteren | Brenstraubensur — 14,2 15,5 12,1 
60 Min. Milchsiure 38,7 37,2 38,7 38,3 











Auch der weitere Abbau der unter Fluoridwirkung im Muskel- 








brei oder -preBsaft sich anhiufenden Phosphoglycerinsiure wird 
in einem nicht mit Fluorid versetzten MuskelpreBsaft durch 
800 Atm. Druck beeintrichtigt, wie Versuch 6 zeigt. Die Phos- 
phatabspaltung aus zugesetzter Phosphoglycerinsiure war in dem 
unter Druck aufbewahrten Ansatz D stets geringer als im Kontroll- 
ansatz B und einem zweiten wieder bei einer um 3° hoheren 


Temperatur exponierten Kontrollansatz C. Sie betrug nach der 
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letzten Exposition 62°/, (D) gegeniiber 75°/, (B) und 82°/, (C) der 
theoretisch miéglichen Menge. Ebenso blieb auch die Brenz. 
traubensiurebildung im Ansatz D gegeniiber den Ansiitzen B 


und © zuriick, und zwar, aufer nach der ersten kurzen Ex. | 


position von 15 Minuten, um annihernd den gleichen Betrag 
wie die anorganische Phosphorsiiure. Die nach zwei Expositions. 
zeiten bestimmte Milchséurebildung lieS, wie bei ihrer Gering- 
fiigigkeit infolge Fehlens eines geeigneten Donators zu erwarten 
war, keinen Einflu8 des hohen Druckes erkennen. 

So geht aus den simtlichen am MuskelpreBsaft angestellten 
Versuchen mit aller Deutlichkeit hervor, daB ein Druck von 
800 Atm. bestimmte fermentative Reaktionen, nimlich Phosphory- 
lierungen, Dephosphorylierungen und oxydoreduktive Prozesse 
beeinfluBt. Der wihrend des Fermentvorganges ausgeiibte Druck 
wirkte stets hemmend auf die Reaktionsgeschwindigkeit, und auch 
die vorherige Behandlung von PreBsaft und auch Muskulatur 
mit 800 Atm. Druck fiihrte zu Verinderungen am Fermentsysteu, 
die sich bei nachtriglicher Priifung der fermentativen Fiahig- 
keiten meist in einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit aus- 
wirkten. Nur an einem Beispiel konnten wir als Folge ku- 
dauernder Druckeinwirkung eine Beschleunigung fermentativen 
Geschehens feststellen: im MuskelpreBsaft war nach 30 Minuten 
Druckeinwirkung die Fahigkeit, unter Fluorid anorganisches Phos- 
phat zu verestern, gesteigert. 

Demnach ist die von uns am ganzen Muskel bei Druck- 
einwirkung beobachtete Beschleunigung fermentativer Prozesse 
als charakteristische Reaktion des strukturierten Organs auf den 
Reiz zu deuten; sie ist nicht Folge unmittelbarer Druckeinwirkung 
auf das Fermentsystem. Denn im zellfreien MuskelpreBsaft erfolgt 
nicht wie im Muskel durch Druck eine Zunahme anorganisclieu 
Phosphates, vielmehr verlaufen siimtliche bisher untersuchten 
Fermentreaktionen im komprimierten Prefsaft verlangsamt. Dab 
der gleiche Druck, der den Kohlenhydratumsatz im Muskel steigert, 
und zwar nicht nur im Augenblick der Kompression, sondern auch 
bei linger dauernder Kinwirkung, keineswegs in allen Geweben die 
gleiche Wirkung auslést, zeigen die beiden Versuche 7 und §, 
in denen wir den EinfluB hohen Druckes auf den Kohlenhydrat- 
abbau im Blut verfolgten. Friihere, im hiesigen Institut von 
U. Ebbecke und seinen Mitarbeitern®) angestellte Druckversuche 
am Blut hatten bereits ergeben, daB bei 800 Atm. noch keine 
Verinderungen an den Erythrocyten nachweisbar werden, bei 
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2000 Atm. Sphirocytenbildung einsetzt, die Anderungen in der 
Sedimentationsgeschwindigkeit nach sich zieht und schlieBlich 
bei lingerer Druckeinwirkung zur Hamolyse fiihrt. 


Versuch 7 und 8 

(21. 2. und 16. 9. 1938) 
KinfluB von 800 Atm, (Vers. 7) und 2000 Atm. (Vers. 8) Druck auf die 
Glykolyse im Blut 




















Nach 60 Minuten Nach 60 Minuten 

Druckeinwirkung Auf bewahrung 
, bei normalem Druck 

In mg-°/, Ver- “2 3.8 38 38 

as |as | es. |e 
des Blutes suchs- Pa aR ¢ i |B Be | Bao 
beginn] sofort | 2S -2 &°| sofort) = BH) = Be 
(Ro sa ice tiCink 
(e3° as" les” | a3~ 

| @wM& id 2) old 2} Hid 2) 

a A — — — — — Pe — Pam — = — sai 

“ Blutzucker. . . .| 147 |138 | 106 | 87 | 131 94 88 
’ )|Milchsiure . . .| 158,1 | 165,9 | 216,0 | 233,2 | 163,1  220,5 | 239,2 
2 | Anorg. H,PO,. .| 21,4] 19,2] 21,9 | 24,2] 19,2 21,6 | 24,1 
~ (| Sdurelésl. H,PO, .] 134,1 | 131,2 | 181,2 | 182,7 | 182,2 | 180,38 | 139,38 

2 | Blutzucker. . . .| 153 [153 | 151 | 146 [144 | 181 | 124 
* }|Milehsiiure . . .| 188,5 | 191,6 | 208,83 | 217,8 | 213,7 | 240,8 | 231,2 
= | Anorg. H,PO,. .| 17,2] 17,7] 27,5 | 30,2 | 15,6; 20,5 | 22,0 
Saurelésl. H,PO,.| 105,5 | 109,8 | 110,1 | 108,4 | 105,2  108,0 | 110,5 


In unseren Versuchen wurde frisch gewonnenes, defibriniertes 
Kaninchenblut 60 Minuten bei 800 bzw. 2000 Atm. belassen, 
withrend die Kontrolle die gleiche Zeit ohne Druck unter Paraffin- 
abschluB bei 21° (Zimmertemperatur) verblieb. AnschlieBend wurde 
das Blut ohne Kompression 2 und 3 Stunden bei 37° exponiert 
und in aliquoten Teilen des nach den verschiedenen Zeiten ent- 
nommenen und mit Trichloressigsiure gefillten Blutes der Blut- 
zucker, die Milchsiure sowie die anorganische und siureldsliche 
Vhosphorsiure bestimmt. 

Im ersten dieser beiden Versuche blieb der Druck von 
800 Atm. ohne merklichen EinfluB auf die Glykolyse. Der Blut- 
zucker sank in beiden Ansiitzen annihernd gleichmiBig ab, viel- 
leicht in der ersten Versuchsperiode wihrend der 60 Minuten 
Druckeinwirkung im komprimierten Blut etwas langsamer, die 
Milchsiure stieg aber in beiden Reihen gleichmiBig an, das an- 
organische Phosphat verschwand anfanglich, um bei laingerer 
Exposition wiederanzusteigen, ebenfalls in beiden Reihen gleich- 
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maBig, und die Fraktion der siureléslichen H,PO, blieb praktisch 
unverindert. 

Erst ein Druck von 2000 Atm. (Versuch 8) fiihrte zu einer 
Anderung der Glykolysegeschwindigkeit, und zwar zu einer Ab- 
nahme. Innerhalb der 60 Minuten Kompression blieb der Blut- 
zucker unveraindert, um bei anschlieBender Exposition nur gering- 
fiigig abzusinken, wihrend im Kontrollansatz die Abnahme stets 
wesentlich stirker war. Entsprechend stieg die Milchsiure im 
komprimierten Blut weniger an als im Kontrollansatz, und das 
anfiingliche Verschwinden von anorganischem Phosphat_ blieb 
unter der Einwirkung von 2000 Atm. vollig aus. Da dieses an- 
fingliche Verschwinden schon friiher als Zeichen der Mitbeteiligung 
von Phosphorylierungsvorgingen an der Glykolyse im Blut erkannt 
wurde?®), ist hier an 3 Fraktionen die hemmende Wirkung von 
2000 Atm. auf die Blutglykolyse erwiesen”*). 

So laBt sich also am Blut trotz erhaltener strukturierter 
Formelemente keine Beschleunigung des Kohlenhydratabbaus durch 
Einwirkung hoher Drucke erzielen wie beim Muskel. Auch ist das 
Blut in seinem fermentchemischen Verhalten bei der Kompression 
sehr viel widerstandsfihiger als der MuskelpreBsaft oder gar der 
Muskel: 800 Atm. wirken auf Fermentreaktionen im PreBsait 
betrachtlich hemmend ein, setzen im Muskel den gesamten Stofi- 
wechsel beschleunigt in Gang, sie lassen aber die Glykolyse im 
Blut unbeeinfluBt. Erst ein Druck von 2000 Atm. hemmt auch 
den Kohlenhydratabbau im Blut, eine Wirkung, die wegen des 
Temperaturanstieges im Innern des DruckgefiBes in Wahrheit 
noch stirker sein wird, die aber vermutlich nicht nur unmittelbare 
Druckfolge ist, sondern bei der Abhingigkeit der Glykolyse vom 
Erhaltensein der roten Blutkérperchen'') auch Folge der oben 
erwihnten Spharocytenbildung und der nach 60 Minuten be- 
ginnenden Himolyse sein diirfte. 

Uber die Art der Veriinderungen am Ferment, die den hier 
beschriebenen Beobachtungen zugrunde liegen, lassen sich bisher 
nur Vermutungen iiuBern. Vielleicht handelt es sich um Anderungen 
der Dissoziation in einem dissoziablen Fermentkomplex unter Kin- 
stellung eines neuen Gleichgewichtes; fiir schwache Elektrolyte 


*) Anmerkung: Eine Hemmung und schlieBlich Aufhebung der 
Blutgerinnung durch Einwirkung von 2000 Atm. Druck, was analog 
unserem Befund als Hemmung eines Fermentvorganges gedeutet werden 
kénnte, haben U. Ebbecke und H. Zipf beobachtet (vgl. eine demnichst 
in Pfliigers Arch. erscheinende Arbeit). 
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hat G. Tammann!?’) eine Zunahme des Dissoziationsgrades unter 
hohem Druck nachgewiesen. Sicher wird auch der physikochemische 
Zustand von KiweiBkérpern, die am FermentprozeB beteiligt sind, 
ihre Hydrophilie, durch den hohen Druck unmittelbar oder mittel- 
bar beeinfluBt. Denn bei der Kinwirkung sehr hoher Drucke 
(7000 Atm. und dariiber) konnten P. W. Bridgman?’) sowie 
Macheboeuf?) an EiweiBkérpern, an Proteiden und Globulinen 
friher als an Albuminen (Macheboeuf), eine Denaturierung 


bzw. Koagulation feststellen — Bridgman beobachtete bereits 
bei 3000 Atm. nach 16stiindiger Einwirkung eine gewisse Ver- 
dickung der EKiweiflésung — Stadien, denen bei Einwirkung 


niedrigerer Drucke weniger grobe physikochemische Zustands- 
inderungen, vielleicht anfinglich reversibler Art, vorausgegangen 
sein diirften. 

Versuch 9 

(25. 9. 1936) 
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An einer sehr eiweiBarmen Fermentliésung blieb die Hin- 
wirkung von 800 Atm. Druck ohne EinfluB, wie Versuch 9 zeigt. 
Hier wurde die Rohrzuckerspaltung in einer Fermentlésung, 
die nach den Angaben von Willstitter, Schneider und 
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Bamann"*) hergestellt war, unter Zugabe von Phosphat in drei 
mit Paraffin iiberschichteten Ansiitzen verfolgt. Der eine Ansatz 
wurde in der Druckbombe bei 800 Atm., die beiden anderen zur 
Kontrolle ohne Druckeinwirkung bei Zimmertemperatur bzw. einer 
um 3° héheren Temperatur aufbewahrt. Nach 3 und 5 Stunden 
bestimmten wir in aliquoten Teilen im 2 dm-Rohr die Drehung 
der Lésungen, die zu Versuchsbeginn 8,25° betragen hatte. Aus 
dem Kurvenverlauf ist ersichtlich, daB8 eine wesentliche Anderung 
in der Geschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung durch Einwirkung 
von 800 Atm. Druck nicht eingetreten war, die geringfiigige Be- 
schleunigung beruhte sicherlich auf der Temperaturerhéhung im 
Innern des DruckgefiBes gegeniiber dem bei 20° aufbewahrten 
Kontrollansatz. 

Aber ob der geringe Kiweifgehalt der Fermentlisung, die 
Entfernung kolloidaler Begleitstoffe, fiir diese Wirkung, die wir 
in einem zweiten Versuch mit anderen Expositionszeiten bestatigten, 
verantwortlich zu machen ist, méchten wir in Anbetracht dessen, 
daB auch die Glykolyse im Blut durch die Einwirkung von 800 Atm. 
vollig unbeeinfluBt blieb, fiir unwahrscheinlich halten. Vielleicht 
sind verschiedenartige Fermentreaktionen in verschiedenem Um- 
fange druckempfindlich ebenso wie verschiedene Zellen und Ge- 
webe verschieden druckresistent sind [M. A. Macheboeuf’), 
U. Ebbecke™)] — die Reihenfolge abnehmender Druckempfind- 
lichkeit nach Macheboeuf z. B. war: Zellen héherer Tiere und 
Geschwulstzellen, filtrierbare Viren und Bakteriophagen, Bak- 
terien, Fermente, Bakteriensporen — so daB eine hydrolytische 
Spaltung, wie sie bei der Rohrzuckerinversion vorliegt, zu dev 
wenigst druckempfindlichen Fermentvorgiingen gehéren kénnte. 


Zusammenfassung 

Obgleich im Muskel unter der Einwirkung von 800 Atw. 
Druck die Stoffwechselvorginge, wie friiher beschrieben, be- 
schleunigt verlaufen, laBt sich eine Schiidigung des den Kohlen- 
hydratabbau bewirkenden Fermentsystems darin nachweisen, dab 
im gedriickten Muskel bei nachtriglicher Priifung die Fahigkeit, 
Kohlenhydrat mit Phosphorsiure zu verestern, herabgesetzt ist. 

Im MuskelpreBsaft verlaufen siimtliche bisher untersuchten 
Fermentreaktionen, Phosphorylierungen, Dephosphorylierungen und 
Oxydoreduktionen unter 800 Atm. Druck verlangsamt. Der Druck 
hinterlaBt auch im PreBsaft Anderungen bestimmter fermentative! 
Fahigkeiten: kurzdauernde Druckeinwirkung steigert und linger 
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dauernde Druckeinwirkung schidigt die unachtriglich gepriifte 
Fihigkeit zur Kohlenhydrat—Phosphorsiure-Synthese. 


Die Glykolyse im Blut, gemessen am Zuckerschwund, an der 


Milchsiurezunahme und am Verhalten der anorganischen Phos- 
phorsiure, wird durch 2000 Atm. gehemmt, wiihrend sie durch 
300 Atm. noch unbeeinfluBt bleibt. 


Die Geschwindigkeit der Rohrzuckerspaltung in einer fast 


eiweiBfreien Fermentlésung wird durch 800 Atm. Druck nicht 
beeinfluBt. 


—" 
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Uber die chemischen Vorginge bei der isotonischen 
und isometrischen Kompressionsverkiirzung des Muskels’*) 
Von 


H. J. Deuticke und 0. Hasenbring 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Bonn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Oktober 1938) 


In einer vor kurzem aus dem hiesigen Institut veréffentlichten 
Untersuchung [H. J. Deuticke und U. Ebbecke?)] wurde der 
Nachweis erbracht, daB bei der durch Kinwirkung hoher Drucke 
ausgelésten ,,Kompressionsverkiirzung* im Muskel die gleichen 
chemischen und physikochemischen Umsetzungen erfolgen wie bei 
normaler Muskeltitigkeit. Das Phosphokreatin wird gespalten, 
Pyrophosphat und Hexosemonophosphat werden bei kurz dauernder 
Druckeinwirkung unter Verschwinden yon anorganischem Phosphat 
synthetisiert, bei langerer Druckeinwirkung vermehrt gespalten, 
Glykogen wird in Milchsiure umgesetzt, und der physikochemiscle 
Zustand von Muskelproteinen, gemessen an ihrer Léslichkeit, er- 
fihrt Anderungen, die als Folgeerscheinungen der Muskeltitigkeit 
bereits friiher beschrieben worden sind [H. J. Deuticke® ®)]. 

Da der allseitige Druck einen Reiz darsteilt, der samtliche 
kontraktilen Elemente eines Muskels gleichzeitig und gleichmihig 
trifit, der gut abgestuft werden kann und in seiner Wirkung dew 
physiologischen Reiz niher steht als man zunichst glauben méchte, 
erschien uns diese Art der Reizung, bei der also zwei Muskeln 
in vollig gleicher Weise gereizt werden kénnen, geeignet zu priifen, 
inwieweit die Art der Belastung, maximal bei isometrischer und 
minimal bei isotonischer Befestigung des Muskels, die GréBe stofi- 
licher Umsetzungen bestimmt. Diese Frage ist bei der durch 
elektrische Reizung ausgelésten Muskelkontraktion bereits friiher 
mehrfach experimentell in Angriff genommen worden. So fand 
O. Meyerhof*) bei gleichzeitiger Reizung symmetrischer Gastro- 


*) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschatt. 
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enemien durch tetanische oder Einzelreize bis zu hochgradiger 
Ermiidung in dem sich isotonisch verkiirzenden Muskel weniger 
Milchséure als in dem sich isometrisch oder auxotonisch kontra- 
hierenden. Auch nach kiirzeren Serien von EHinzelzuckungen 
(100—120 Zuckungen mit 5.Sekunden Reizintervall) enthielten 
Gastrocnemien und auch Semimembranosen, dagegen nicht Sar- 
torien, bei isotonischer Zuckung 20—40°/, weniger Milchsiiure als 
bei isometrischer, und bei schwacher Belastung des isotonischen 
Hebels waren die Unterschiede besonders groB [P. Rothschild5)}. 
Am Phosphokreatin sind aihnliche Beobachtungen gemacht worden, 
auch der Phosphokreatinzerfall war bei isotonischer Kontraktion 
geringer als bei isometrischer [D. Nachmansohn®)]. 


In unseren nachstehend mitgeteilten Versuchen wurde von den beiden 
(Gastroecnemien einer Temporarie der eine mittels Achillessehne und einem 
Knochenstiick des Kniegelenks an einen mit Schlitz versehenen und an 
einer starken Spiralfeder fixierten Schlitten gespannt unter einer Anfangs- 
spannung von etwa 50 g, der zweite ohne jegliche Belastung an dem Schlitten- 
gestell befestigt [Kinzelheiten dieser Apparatur vgl. unter’)]. Die gesamte 
Apparatur kam in die mit zwei Fenstern versehene und mit fliissigem Paraffin 
gefiillte Druckbombe, in der der Druck auf 500 Atm., die sicher kontraktions- 
auslésend wirken, gebracht wurde. Die bei der Druckeinwirkung von dem 
isometrisch befestigten Muskel geleistete Spannung wurde photographisch 
registriert. Nach Aufhéren des Druckes wurden die Muskeln wie friiher 
beschrjeben') beschleunigt entnommen, in fliissige Luft versenkt und in 
dem zerkleinerten Muskelpulver die anorganische Phosphorsiiure*) (als Summe 
der wahren anorganischen und der Phosphokreatinphosphorsiure, da nach 
Schenck enteiweiBt wurde), die Phosphokreatinphosphorsiiure®), die Milch- 
siure?) und die Léslichkeit der Proteine*) bestimmt. 


Versuchsergebnisse 


Das Verhalten der ,anorganischen Phosphorséiure“ und des 
Phosphokreatins ist in Tab. 1 wiedergegeben. Darin zeigt sich, 
daB in simtlichen Versuchen der isometrisch fixierte Muskel B 
an ,anorganischer Phosphorsiure“ einen héheren Gehalt aufweist 
als der isotonisch befestigte Muskel A. Dieser Unterschied beruht 


_héchstwahrscheinlich darauf, daB die Synthese von Pyrophosphat 


und Hexosemonophosphat, die bei kurzer EKinwirkung von 500 Atm.- 
Druck in den isotonisch befestigten Muskeln glykogenreicher 
Wintertiere stets beobachtet wird }), im Spannung leistenden Muskel 
zwar nicht aufgehoben, aber behindert ist. Denn der absolute 
Gehalt der A und B Muskeln an anorganischer Phosphorsiure 
var in samtlichen Versuchen dieser Tabelle mit Ausnahme der 
langdauernden Versuche 14 und 16 gegeniiber der Norm vermindert; 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI. 18 
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re“ und der Phosphokreatinphosphorsiiy,}_ 
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Tabelle 1 
Verhalten der , anorganischen Phosphorsiiu 
ae Pe ee SS ee eee 

wirkungs- in isotonischer in isometrischer 

hiiee Anordnung Anordnung 

’ Anorg. | Phospho- Anorg. | Ph ospho- 

s00 Atm] HPO, HEP" | ipo, | rea 
Druck in mg-°/, in mg-°/, 

oe des Muskelgewichtes des Muskelgewichtes| 

5 Sek. 238 157 278 184 

5 255 - 69 ~ 

5 -— 152 196 
10 _ ,, 231 254 

10 ~ 201 228 
10 237 137 245 171 
30 251 120 283 149 

1 Min. 253 - 263 —_ 

1 - 75 75 

1 ~ 98 102 

3 270 — 292 — 

8 _ 104 83 

3 ~ 106 ~ 62 

5 314 -- 338 oe 

5 a 105 87 
10 348 oo 391 — 
10 _ 79 46 
10 29 39 


18 
T.XII. 
bei den verwandten Wintertemporarien enthielten namlich die 
Ruhegastrocnemien durchschnittlich 300—310 mg-°/, anorganischer 
Phosphorsiure, wie in Versuchen mit anderer Problemstellung an 
Fréschen dieser Sendungen festgestellt wurde. 
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Das Verhalten des Phosphokreatins ist demgegeniiber von 
der Dauer der Druckeinwirkung abhingig. Bei kurzer Versuchs- 
dauer ist im isometrisch befestigten Muskel mehr Phosphokreatin 
vorhanden, also trotz Spannungsleistung weniger Phosphokreatin 
sespalten als im Muskel A. Dabei hatten die Muskeln innerhalb 
der ersten Minute am Spannungshebel erhebliche Arbeit geleistet, 
wie die als Beispiel beigefiigte Spannungskurve von Versuch 12 
zeigt. Nach einer iiber 1 Minute dauernden Druckeinwirkung, 
nach Absinken des Phosphokreatinphosphorsiuregehaltes auf 
100 mg-°/, und darunter, kehrt sich aber das Verhiltnis um. 


i 2’ 2 
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Fig. 1. Spannungskurve von Versuch 12 


Nunmehr zerfallt im Muskel B beschleunigt Phosphokreatin, zu 
einer Zeit, in der, wie ebenfalls die beigefiigte Kurve zeigt, die 
Spannungsentwicklung erheblich nachgelassen hat. Das wider- 
sprechende Ergebnis von Versuch 18 diirfte durch den nach 
10 Minuten Druckeinwirkung sehr erniedrigten Phosphokreatin- 


_gehalt, der die Genauigkeit der Analyse beeintriichtigt, be- 
‘dingt sein. 


Dieses Verhalten des Phosphokreatins bei einer kurzdauernden 
l.ompressionsverkiirzung, die vieles mit einem T’etanus gemeinsam 
hat, erschien auffillig; denn da der Phosphokreatinzerfall zumeist 
als die wichtigste energieliefernde Reaktion im titigen Muskel 
angesehen wird, hatte man im isometrisch befestigten Muskel 
eher einen vermehrten Phosphokreatinzerfall entsprechend der 
Spannungsleistung innerhalb der ersten Minute erwarten sollen. 

Aber auch Milchsiure wird bei der durch Kompression aus- 
gelésten Verkiirzung innerhalb der ersten Minute im Spannung 
leistenden Muskel nicht in vermehrtem Umfange gebildet, wie die 
Versuche der Tab. 2 zeigen. Bei kurzdauernder Druckeinwirkung 
enthalt der isometrisch befestigte Muskel B weniger Milchsiure 
als der unbelastet sich kontrahierende Muskel A, und erst bei 


langerer Versuchsdauer bildet der B Muskel mehr, z. T. wesentlich 
13* 
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mehr Milchsiure als sein isotonisch befestigter Brudermuskel, 
Das in diese Versuchsreihe sich scheinbar nicht einfiigende Er- 
gebnis von Versuch 22 ist durch die besonders groBe Spannungs. 
leistung dieses B-Muskels bedingt, die wesentlich griéBer war trotz 
annihernd gleicher Muskelgewichte als die in den Versuchen 21 
und 23 registrierte (vgl. Fig. 2 auf S. 189); dieser Versuch wiire 
eher den lingerdauernden zuzurechnen, das Gesamtergebnis wird 


hierdurch nur noch unterstrichen. 








Tabelle 2 
Verhalten der Milchsiiure 

Ein- Milchsiure in mg-°/, Bei isometrischer 

wirkungs- des Muskelgewichtes Anordnung ent 

Versuchs- Nr. d es a halten demnach 

ones tg Muskel A in| Muskel B in} 100 g Muskulatur 

gong “‘~ isotonischer jisometrischer| an Milchsiure 
Datum — Anordnung | Anordnung in mg 
21 I. 86 5 Sek, 141 106 — 35 
21 I. 8 10 ,, 138 121 —~ 17 
21 1. 86 20 5 183 162 _ 91 

2 
21 1 86 20 175 188 + 13 
27 XI 35 30» 150 | 137 wm 4 
14 1. 86 30 196 179 ~ 17 
25 Mi 9 917 i 0 
11. XII. 35 ae 217 217 + 

14 Fis 1 279 305 + 26 
11 XII 35 35s 279 394 4-115 
14 1. 86 3 yy 352 485 +133 
11, XII. 35 324 410 + 86 
14 a D4 434 601 +167 
14. Lt 10, 495 — 712 4217 











Nach dem bisherigen Ergebnis werden also die GréBe der 
Phosphokreatinspaltung und die GréSe der Milchsiurebildung be! 
der Kompressionsverkiirzung durch die isometrische Befestigung 
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des Muskels nicht eindeutig beeinfluBt; vor allem verlaufen beide 
exothermen Prozesse in der Phase der maximalen Spannungs- 
leistung des Muskels, d. bh. innerhalb der ersten Minute der Druck- 
einwirkung, im isometrisch befestigten Muskel nicht in gréBerem 
Umfange als in dem ohne jegliche Belastung sich kontrahierenden 
zweiten Gastrocnemius. Da in unseren simtlichen Versuchen, 
auch nach 10 Minuten Druckeinwirkung, der isometrisch fixierte 
Muskel bei der Herausnahme aus der Druckbombe und nach Los- 
lésung von dem Spannungshebel keinerlei Verkiirzungsriickstand 
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Fig. 2. Spannungskurven der Versuche 21—23 


zeigte, vielmehr die weiche Konsistenz eines normalen Muskels 
aufwies, der isotonisch befestigte Muskel hingegen stets, wie friiher 
beschrieben!), verkiirzt und von fester Konsistenz war, schien 
angedeutet, daB die eigentlichen kontraktilen Elemente, die Muskel- 
proteine, durch die isometrische und isotonische Befestigung der 
Muskeln in verschiedener Weise beansprucht werden. Wir ver- 
suchten, diese Beanspruchung direkt zu beweisen durch die Be- 
stimmung der Léslichkeit der Proteine, die, wie friiher gezeigt*), 
bei nachtriglicher Extraktion der Muskeln in einem Phosphat- 
Jodid-Gemisch im Arbeitsmuskel eine von der GréSe der Spannungs- 
leistung abhingige Minderung erfilhrt. 

Die Versuche der Tab. 3 zeigen aber, daB zwar die Léslich- 
keit der Proteine wie im isotonisch so auch im isometrisch be- 
iestigten Muskel gegeniiber dem als Ruhemuskel verarbeiteten 
Triceps, dessen Gehalt an léslichem Protein wir aihnlich dem des 
Gastrocnemius fanden, abnimmt, da aber in der Bilanz die Ab- 
nahme im B-Muskel nur um ein geringes stirker ist als im 
A-Muskel, so daB Riickschliisse auf eine besondere Beanspruchung 
der am Zustandekommen der Léslichkeitsminderung beteiligten 
Proteinfraktion durch die isometrische Fixierung nicht méglich 
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sind. Die die Verhirtung und Verkiirzung des Muskels ver- 
ursachenden physikochemischen Zustandsinderungen, die der iso- 
tonisch befestigte Muskel hier aufwies, werden demnach bei der 
Bestimmung der Proteinléslichkeit“ nicht miterfaBt, sie sind nicht 
die Ursache der Lislichkeitsabnahme, was wir schon friiher*) 
vermuteten, jetzt beweisen kénnen. Die hier angewandte Methode 
lift, wie ebenfalls friher*) erértert, nicht alle am Kiweif des 
titigen Muskels sich vollziehenden Anderungen erkennen und gibt 
zudem nur die Bilanz des Geschehens an siimtlichen Muskel- 
eiweiBkérpern wieder. 

Insgesamt zeigen also diese Versuche, daB bei der Kompres- 
sionsverkiirzung des Muskels die Belastung weder den Phospho- 
kreatinzerfall und die Milchsiurebildung in der ersten Phase 
gréBter Spannungsleistung bestimmt, noch die GréBe einer mit 
der Spannungsentwicklung aufs engste verkniipften physiko- 
chemischen Zustandsinderung am MuskeleiweiB. Sofern die Kom- 
pressionsverkiirzung nicht eine besondere Art der Muskelkontraktion 
darstellt und in unseren Versuchen nicht iiberreizt wurde, was 
fiir die kurzdauernden Versuche zutreffen diirfte, labt sich folgern, 
daB Spannungsleistung und stofflicher Umsatz an den von uns 
untersuchten Fraktionen im Muskel durchaus nicht immer parallel 
zu verlaufen brauchen. Nur unter besonderen Bedingungen 
scheint dies der Fall zu sein, der hiufige Hinweis in den dies- 
beziiglichen Arbeiten auf die Bedeutung der Anfangsspannung 
sowie die eingangs erwiihnte Beobachtung Rothschilds®), daB 
nur Gastrocnemien und Semimembranosen, dagegen nicht Sartorien 
bei isometrischer Zuckung eine Milchsiiuremehrbildung zeigen, 
sprechen ebenfalls dafiir, daB in verschiedenem Umfang und mit 
verschiedenem Nutzeffekt stofflicher Umsatz zur Bestreitung der 
Spannungsleistung herangezogen wird. 


Zusammenfassung 


1. Bei der ,,kompressionsverkiirzung“ des Muskels unter 
Kinwirkung von 500 Atm. Druck ist die Phosphokreatinspaltung 
und Milchsiurebildung im isometrisch befestigten Muskel innerhalb 
der ersten Minute Druckeinwirkung trotz erheblicher Spannungs- 
leistung geringer als im isotonisch ohne jegliche Belastung zur 
Kontraktion gebrachten Muskel der anderen Extremitit. Bei 
langerer Druckeinwirkung tiberwiegen Phosphokreatinspaltung und 
Milchsiurebildung im isometrisch befestigten Muskel, 
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2. Die ,,anorganische Phosphorsiure“ (Summe der wahren 
und Phosphokreatinphosphorsiure) ist in beiden Muskeln zunichist 
gegeniiber der Norm vermindert, spiter vermehrt; im unbelastet 
komprimierten Muskel findet sich stets weniger anorganischie 
Phosphorsaure als im isometrisch befestigten. 


3. Die ,,Léslichkeitsabnahme der Proteine“ ist fiir die iso- 
metrische und isotonische Kompressionsverkirzung gleich. 
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Synthese der natiirlichen Kreatinphosphorsadure*) 
Von 


Kar] Zeile und George Fawaz 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitétslaboratorium Gdéttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Oktober 1938) 


Die Synthese der Kreatinphosphorsiure, die als Energie- 
iibertriger eine wichtige Rolle im Wirbeltiermuskel spielt, stand 
bisher noch aus. Sowohl im Hinblick auf die endgiiltige Fest- 
legung der Konstitution als auch fiir das weitere Studium bio- 
chemischer und physiologischer Probleme war eine synthetische 
Gewinnungsmethode fiir diese Substanz, die aus dem Muskel nur 
verhiltnismaéBig schwierig zuginglich ist, erwiinscht. Versuche, 
die iiblichen Methoden der Phosphorylierung auf das Kreatin zu 
iibertragen, hatten nicht zum Ziel gefiihrt, ebensowenig war ihr 
Aufbau unter Verwendung einer phosphorylierten Komponente 
gelungen. Verschiedene Beobachtungen, die wir z. I. auch bei 
der Phosphorylierung anderer Substanzen gemacht hatten, woritiber 
in einer weiteren Mitteilung berichtet wird, veranlaBten uns die 
Kinwirkung von Phosphoroxychlorid auf Kreatin direkt in waBrig- 
alkalischer Lésung zu versuchen, trotz der dabei zu erwartenden 
teilweisen Verseifung des Siurechlorids. Ahnliche Versuchs- 
bedingungen wurden schon friher bei der Phosphorylierung von 
aromatischen Aminen von Autenrieth und Rudolph!) angewandt. 
in der Tat gelang es auf diese Weise die Phosphorylierung mit 
befriedigender Ausbeute in dem gewiinschten Sinne zu leiten; die 
\\reatinphosphorsiure, die als sekundires Calciumsalz abgeschieden 
wurde, stimmt in allen Eigenschaften mit der aus Muskel ge- 
wonnen Substanz iiberein. Als besonders charakteristische Kriterien 
sind die Titrationskurve (vgl. die Figur der folgenden Mitteilung) 
sowie die Hydrolysengeschwindigkeit und ihre Beschleunigung 


*) Durch ein Versehen ist diese Mitteilung liegen geblieben und folgt 


jetzt erst auf die 2. Mitteilung von K. Zeile und H. Meyer, die im vorigen 


Heft dieses Bandes (S. 181) erschienen ist. Die Schriftleitung. 
') Ber, chem. Ges. 33, 2099 (1900). 
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durch Molybdatzusatz zu erwaihnen'). Nach der im Versuchstei] 
beschriebenen Darstellungsmethode ist das krystallisierte Calcium- 
salz der Kreatinphosphorsiure im LaboratoriumsmaBstab nunmelir 
ohne Schwierigkeiten zugiinglich. 


Versuche 


Sekundares Calciumsalz der Kreatinphosphorsaure. Eine Loésung 
von 10g Kreatin in 9 ccm 17 n-Natronlauge und 100 ccm Wasser 
wird unter dauernder Kiskiihlung mit 20 ccm Phosphoroxychlorid 
(etwa 3 Mol) und 75 ccm 17 n-Natronlauge in 5 Portionen ver- 
setzt, wobei die Lauge stets vor dem Phosphoroxychlorid zu- 
gegeben wird. Bei der Reaktion scheidet sich Natriumphosphat 
aus; der Salzbrei wird mit Wasser nach Bedarf bis zu einem 
Gesamtvolumen von etwa 450 ccm versetzt. Nach Beendigung 
der Phosphorylierung l4Bt man noch etwa 20 Minuten unter Kis- 
kiihlung stehen. Dann wird das Natriumphosphat abgesaugt 
und oberfliichlich ausgewaschen. Das Filtrat wird mit gekihlter 
Salzsiure vorsichtig bis zur eben schwachen Phenolphthalein- 
rétung neutralisiert und bei Zimmertemperatur?) im Vakuum auf 
150 ccm eingeengt, wobei nicht umgesetztes Kreatin ausfiillt, 
das abgenutscht wird. Das Kochsalz bleibt in der Lésung. 


Nun wird das anorganische Phosphat, nachdem man seine 
Menge bestimmt hat*), durch Zugabe von ein wenig mehr als der 
berechneten Menge Magnesiumchlorid unter Neutralisation mit 
Ammoniak gegen Phenolphthalein als krystallines Magnesium- 
ammoniumphosphat fast véllig entfernt, der geringe noch in Lésung 
verbleibende Rest wird mit wenig Calciumchlorid als Calcium- 
phosphat ausgefillt. Die nach dem Filtrieren oder Zentrifugieren 
klare Lésung enthilt nur das Natriumsalz der Kreatinphosphor- 
siure neben Kochsalz und geringen Mengen von Calcium- und 
Magnesiumchlorid. Nach Zugabe von 40 g krystallisiertem Calcium- 
chlorid wird durch langsames Zufliefenlassen von 3 Volumen 
Alkohol unter Kiihlung praktisch die Gesamtmenge der Kreatin- 


1) K. Lohmann, Biochem. Z. 194, 306 (1928); O.Meyerhof u. 
K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 66 (1928); C. H. Fiske u. Y. Subarrow, 
J. of Biol. Chem. 81, 653 (1929). 

2) Wir beniitzten die von Jantzen und SchmalfuB, Chem. Fabr. 1, 
701 (1928); 2, 888 (1929) beschriebenen Vakuumverdampfeinrichtungen. 

3) Zweckm&Big bestimmt man das anorganische Phosphat colorimetrisch 
nach Fiske und Subarrow, a.a. O. S. 665. 
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phosphorsiéure, zusammen mit etwas Kochsalz, als Calciumsalz 
ausgefiilt, das abzentrifugiert wird. 


Zur Entfernung des durch den Alkohol mitausgefillten 
Kochsalzes wird der Niederschlag mit eiskaltem Wasser an- 
seschlammt, bis alles Kochsalz gelést ist, dann werden wieder 
8 Volumen eiskalten Alkohols zugegeben. Dieser Vorgang wird 
mehrmals, bis zum negativen Ausfall der Cl’-Probe, wiederholt. 
SchlieBlich wird das Salz im Vakuumexsiccator getrocknet. 


Zur Umkrystallisation wird das Salz unter Schiitteln in 
1 Liter eiskaltem Wasser gelést, die Lésung mit 10 g krystal- 
lisiertem Calciumchlorid versetzt, filtriert und das Filtrat bei 
Zimmertemperatur eingeengt, bis die Hauptmenge des kreatin- 
phosphorsauren Calciums ausgefallen ist. Man zentrifugiert, wischt 
das Salz 3mal mit 60—70°/,igem Alkohol aus und trocknet es 
im Exsiccator. Die Ausbeute betragt etwa 3 g, das sind unter 
Beriicksichtigung des zuriickgewonnenen Kreatins etwa 20°/, d. Th. 
Aus der Mutterlauge ist durch Alkoholfallung noch etwa 1,2 g 
Substanz zu gewinnen,’so daB sich dadurch die Ausbeute auf 
etwa 28°/, erhéht. Das zuriickgewonnene Kreatin (etwa 3 g) ist 
ohne weiteres zur Phosphorylierung wieder zu verwenden. 


Das sekundire Calciumsalz krystallisiert, wie von Fiske und Subar- 
row (a. a. O.) beschrieben, und wie wir es an einem selbst aus Katzen- 
muskel gewonnenen Priiparat feststellten, in ,,Sphirolithen“. Die Analyse 
der lufttrockenen Substanz ergab folgende Werte: 

5,181 mg Subst.: 2,86 mg CO,, 2,29 mg H,O. — 3,361 mg Subst.: 
3,09 eem n/100-HCI1. 

C,H,O;N,PCa-4H,O Ber. C 14,94 H 5,01 N 13,08 P 9,66 
Gef. ,, 1504 ,, 4,94 ,, 12,88 ,, 9,36. 


(Der Phosphorgehalt wurde colorimetrisch bestimmt). 


Messung der Hydrolysengeschwindigkeit. Die Abspaltung des 
Phosphatrestes wurde bei 18° in n-HCl verfolgt. Die Bestimmung 
(es anorganischen und organisch gebundenen Phosphats geschah 
nach Abtrennung des ersteren als Ca-Salz (vgl. Fiske und Su- 
barrow, a.a.0.). Die Reaktionskonstante der monomolekularen 
Reaktion fiir die Hydrolyse ergab sich zu 2,38-107%; aus den 
Werten von Lohmann (a. a. 0.) errechnet sie sich zu 2,1 - 103 (20%, 
nach Fiske und Subarrow zu 2,7 - 10~* (22°) fiir die natiirliche 
Kreatinphosphorsiiure. In den fiir die Phosphorcolorimetrie ver- 
wendeten molybdathaltigen schwefelsauren Lisungen sind, wie 

































196 K.Zeileu. G. Fawaz, Synthese der natiirlichen Kreatinphosphorsiure 


von den letztgenannten Autoren fiir die natiirliche Kreatin- 
phosphorsiure beschrieben, nach 45 Minuten bei 20° 96° 
hydrolysiert. 
Hydrolyse der synthetischen Kreatinphosphorsdure 
100 mg Dicalciumsalz in 25 ccm n-HCl, 18° 











Minuten | °/, gespalten k - 103 ty 
15 9,0 (2,70) ®) 
30 16,1 - 2.38 
45 23,0 2,49 
60 29,1 2,88 


‘Mittel 2,38 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschatt 
fiir die Unterstiitzung der Arbeit sowie der Alexander v. Hum- 
boldt-Stiftung fir die Gewihrung eines Stipendiums an den 
Einen von uns (G. F)). 

) ke as log a ; ¢ in Min. 

t a-2z 


?) Der héhere Wert riihrt méglicherweise von einer Spur anorganischen 
Phosphats her, er wurde nicht zur Mittelbildung verwendet. 
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Uber die Bestimmung von Amylasen 
durch Verfliissigung von Starkekleister 


Von 


Jakob Blom und Agnete Bak 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Laboratorium der Brauerei Tuborg, Kopenhagen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Oktober 1938) 


Verfolgt man eine enzymatische Verfliissigung von Starke- 
kleister durch Viscosititsmessungen, so beobachtet man zuerst ein 
schnelles, im Laufe der Reaktion langsamer werdendes Fallen 
der Viscositat. Da eine Bestimmung mit einem Kapillarviscosi- 
meter Zeit braucht, fallt die Viscositait wihrend der Ausfiihrung. 
Wir korrigieren daher, wie Broeze'), den Zeitpunkt des Startes 
der Kinzelmessung nach Zugabe des Enzyms mit der Halfte der 
AusfluBzeit und nennen die korrigierte Startzeit Reaktionszeit. 
Trigt man die AusfluBzeiten als Ordinaten und die Reaktions- 
zeiten als Abszissen ein, erhilt man eine Kurve, die bei 
passend gewahlter Enzymmenge nebenstehender Kurve entspricht 
(Fig. 1). 

Das Problem, auf Grundlage einer solchen Kurve oder der 
entsprechenden Zahlenreihe die Aktivitit des angewandten Knzyms 
durch eine Zahl festzulegen, hat man auf verschiedene Weise zu 
ldsen versucht. Davison?) nahm die Methode von Northrop 
und Hussey’) zur Bestimmung der Aktivitét von Trypsin durch 
Verfliissigung von Gelatine als Vorbild und bestimmte mit Lésungen 
von léslicher Starke die fiir eine bestimmte Abnahme der 
Anfangsviscositat erforderliche Zeit: t. Wie Northrop und Hussey 
bel der Gelatineverfliissigung fand Davison bei der Starke- 
verfliissigung, daB die Zeiten, t, den angewandten Enzymmengen, a, 
umgekehrt proportional sind, daB also folgende Beziehung besteht: 


k=a-t. 


Zu demselben Ergebnis kam Broeze?), als er die Kinwirkung 
von Ptyalin auf lésliche Starke untersuchte. 
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Bei Anwendung von Stirkekleister wird die Methode viel 
empfindlicher, da der enzymatisch bewirkte Viscosititsfall viel 
gréBer ist. EKiner Anwendung von Stirkekleister stand aber die 


Schwierigkeit der Darstellung von klumpenfreiem Kleister im Wege. 
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Fig. 1 


Erst als Josza und Gore‘) die Verkleisterung unter intensivem 
Riihren mit einem schnellaufenden Elektromotor einfiihrten, gelang 
es fiir viscosimetrische Messungen gecignete Kleister darzustellen. 
In. unverdéffentlichten Untersuchungen mit Stirkekleister — im 
hiesigen Laboratorium im Jahre 1930 ausgefiihrt — fand B. Krause, 
daB die Relation: k=a-t sowohl fiir Malz- als Pankreas- 
amylase gilt. 

Stairkekleister als Substrat fiihrt aber neue Schwierigkeiten 
ein. Mit derselben Kleisterportion besteht die Relation k =a-t zu 
Recht. Selbst bei Anwendung derselben Apparatur, derselben 
Stirke und minutidser Akkuratesse war es uns aber unmédglich, 
Kleister derselben Viscositiit darzustellen. Das Erhitzen, das Ab- 
kiihlen sowie die Intensitat des Riihrens beeinfiussen die Viscositit 
erheblich. Die Reproduzierbarkeit der Viscositaét ist aber eine 
Vorbedingung der Reproduzierbarkeit der Resultate, wenn man 
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die Zeit zur Erreichung einer bestimmten Abnahme der Anfangs- 
viscositiit der Berechnung der Enzymaktivitit zugrunde legt. 

Als wir dazu iibergingen — ohne Riicksicht auf die Anfangs- 
viscositat — die Zeit, t, in welcher a Gramm Amylase die Vis- 
cositit eines bestimmten Stirkekleisters auf die Viscositiét einer 
definierten EKichlésung senkt, fiir die Berechnung der Aktivitit 
zu benutzen, erhielten wir wesentlich bessere Resultate. Mit dem- 
selben Kleister war das Produkt: k =a-t konstant (Tab. La). 


Tabelle Ia 


Enzymmenge und Reaktionszeit 








Malzamylase 

g Enzym Reaktionszeit in Sekunden ee 

a fiir Eichzeit II, ¢t, iain 
0,00500 536 2,680 
0,00375 125 2,719 
0,00300 896 2,688 
0,00250 1101 2,753 
0,00187 1485 2,784 
0,00150 : 1815 2,723 
0,00125 2239 2,799 
0,00100 2776 2,776 





Mittel 2,740 * 2°), 


Von Kleister zu Kleister aus derselben Stiirkeprobe mit der- 
selben Apparatur dargestellt, variierten die Resultate um + 5°. 
Mit Kleister aus verschiedenen Stiirkeproben stiegen die Ab- 
weichungen auf etwa + 9°/,. Erst als jede Portion Starkekleister 
mit einem haltbaren Enzymtrockenpriparat kontrolliert und die 
gefundene Aktivitét der untersuchten Priparate mit diesem Wert 
korrigiert wurde, erhielten wir gute Resultate. Diese Methode 
haben wir in einer friiheren Abhandlung ,,z-Amylasen—f-Amylasen“ 
angewandt, Blom, Bak, Braae’). Da diese Methode von einem 
Knzympriparat abhiingig ist, konnte sie uns nicht befriedigen. 

Das Ziel unserer Bestrebungen, eine exakte Methode, die 
allgemein vergleichbare Resultate liefert, auszuarbeiten, meinen 
wir nunmehr auf folgendem Wege erreicht zu haben: Wie bei 
der soeben beschriebenen Methode wird das Fallen der Viscositiit 
eines bestimmten Ansatzes von Stirkekleister und Amylase so 
lange verfolgt, bis die gemessene AusfluBzeit kleiner ist als die 
AusfluBzeit einer bestimmten Eichlésung. Es werden dann die 
Reaktionszeiten in Sekunden berechnet, nach welcher die Vis- 
cositit des Ansatzes 
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1. doppelt so groB ist als die Viscositét der Kichlésung, ¢,, 


2. gleich ist der Viscositit der Kichlésung, ¢,. 

Die Differenz, t,-+-t,, stellt die Zeit in Sekunden dar, in 
welcher a Gramm Amylase die Viscositit eines be- 
stimmten Ansatzes von der doppelten AusfluBzeit einer 
definierten Eichlésung auf die AusfluBzeit der Eich- 
lésung senkt (Tab. Ib). 


Tabelle Ib 


Enzymmenge und Reaktionszeit 














Rapidase 
rn Eichzeit | —_- Reaktionszeit in Sekunden 
——— prabiaietin saan Od 10s 
. d in Sekunden gef. ber. fiir 1,00 mg Mittel 
0,800 II 75,4 678 542 | 
0,600 Il 75,4 905 543 | 541 
0,400 II 75,4 1344 538 
0,200 I 150,8 750 150 | - 
0,100 I 150,8 1507 151 
1000 


Aktivitit = = 2564 Einheiten . 


0,001 + (541 + 151) 


Tabelle I] 


Einflu8B des Rihrens, der Darstellungstemperatur 
und des Viscosimeters 


Dieselbe Stirkeprobe 
































as eg a Kleister Darstellungs- --Viscosi- . sisi 
Riihren g temperatur in ° meter Aktivitit 
Langsam .... 250 20 a 2526 
ce 250 20 a 2582 
Sehr schnell . . . 250 20 a 2490 
250 15 a 2507 
250 20 a 2557 
250 25 a 2493 
m 500 20 a 2518 
- 500 20 b 2559 
is 500 20 c 2578 
+1,9°/, 


Mittel 2529 


1,5", 


Durch diesen Kunstgriff eliminieren wir Faktoren, die wir 
nicht beherrschen, und werden von der Qualitat, Herkunft, Alter 
der Starke, sowie der strengen Einhaltung bestimmter Vorschritten 
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bei der Darstellung des Kleisters unabhangig (Tab. II und [I]. 
Kis besteht stets die Relation: 
k=a-(t,+t,). 

k ist der Enzymaktivitét umgekehrt proportional; 1/k ist ein 
direktes MaB der Aktivitit. Aus praktischen Griinden definieren 
wir die 1000fache GréBe als eine Einheit. 

1000 
@ (ty + t) 

Tabelle Ill 
KinfluB der Stirke 


Dieselbe Darstellung 


Enzymaktivitit = Kinheiten . 

















Nummer Provenienz Qualitiit Ernte Aktivitit 

V Holland... . Superior 1933 2513 
3 Be ae wa " 1933 2503 
VI ‘ ic ae ah se 1935 2957 
O » . . . . | Extra Superior 1936 2515 
D ” tee ae “Si Superior 1937 2553 
A Deutschland . . Pharm. 1931 2543 
K - —_— Hochfein 1937 2519 
L . - * 1937 2585 
G Frankreich. . . 1929 2528 
H . . 3% 1933 2593 
M ingland. .. . 1937 2603 
[ Schweden... 1937 2568 
E Dinemark .. . 1937 2565 
F i na Pharm. 1937 2552 

€ 0 

Mittel 25497 4. 0 

5 9 0 

Methodik 


Fiir die Bestimmung von Amylasen durch Verfliissigung haben wir 
Kartoffelstirke gewihlt, da bei gleicher Konzentration Kleister von Kartoffel- 
stiirke eine wesentlich héhere Viscositiit besitzen als Kleister von Marantha-, 
\Weizen-, Mais- oder Reisstiirke; Sameec und Haerdtl*). Wir haben stets 
die besten Qualitiiten von Kartoffelmehl angewandt und durch Chemikalien 
behandelte Stiirken umgangen. Da selbst hochfeine Stirkeproben Spuren 
von festen Verunreinigungen enthalten, die bei Viscosititsmessungen zu 
groben Fehlern Anla8 geben kénnen, und da ein Filtrieren des Kleisters 
unméglich ist, haben wir eine so groBe Stirkekonzentration gewihlt, dab 
fiir die Messungen ein Viscosimeter mit so grober Capillare angewandt 
werden kann, daB die genannten Stérungen eliminiert werden. Wir haben 
3,00 gew.-°/, igen Stirkekleister als am besten geeignet gefunden, da Kleister 
wesentlich héherer Viscositit schwierig einwandfrei darzustellen ist. 

Im allgemeinen wird Stirkekleister durch Erhitzen dargestellt. In 
Wasser verkleistert Stirke bei 63°, in Gegenwart verschiedener Elektrolyte 
wird die Verkleisterungstemperatur herabgesetzt. Von den Elektrolyten 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI. 14 
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wirkt Natriumhydroxyd am kriftigsten, und zwar findet nach Reychle: 
die Verkleisterung von Kartoffelstiirke bei 20° statt, wenn die Alkalikonzey 
tration gréBer ist als 0,15-m. Bei der Verkleisterung der Stirke dure! 


Natriumhydroxyd statt durch Erhitzen wird die Darstellungsapparatur so 
wesentlich vereinfacht, daB wir dieser Methode den Vorzug geben. Um 


eine vollstindige Verkleisterung sicher zu erreichen, verwenden wir 0,20 m 
NaOH. Durch Ansiiuern mit Essigsiure kann das py des fertigen Kleister: 
von etwa 4,4 bis etwa 5,6, durch Ansiiuern mit Phosphorsiure von ety 
5,8 bis etwa 7,6 reguliert werden. 


Darstellung des Starkekleisters. — Apparate. Kleiner, schne! 
laufender Elektromotor mit Stange zum Einspannen in Stativ. Regulier- 
barer Widerstand. Stativ mit schwerem Fub. 

Vernickelter Riihrer aus Messing mit Schraube und Muffe, die gens 
auf Motorachse paBt, Gewicht 74,1 g. 

500 cem-Duran-Weithals-Stehkolben. Gewicht 1738,8 g. 

100 eem-Duran-Stehkolben. Gewicht 42,8 g. Stoppuhr. 

Chemikalien. Kartoffelmehl, Marke hochfein oder superior (Wasse: 
12,39°/,, Asche 0,23 °/,). 


2,00 m-NaOH, 3,00 m-CH,COOH oder 2,00 m-NaOH, 1,00m-HCl, 1,00m-H,Po .. 
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a) Darstellung von Stirkekleister zur Bestimmung des Ve: 
fliissigungsvermégens von Malzamylase (Fig. 2). Der Riihrer wird 
auf der Motorachse montiert und die Riihreinrichtung zwecks Verminderun; 
des Spritzens so im Stativ eingespannt, daf der Riihrer exzentrisch un 
die untersten Fliigel nur wenige Millimeter iiber dem Boden des Kolben: 
rotieren. Wihrend der einzelnen Stadien der Darstellung wird die ( 
schwindigkeit des Motors mit Hilfe des Widerstandes auf maximales Riihre: 
ohne Spritzen der Fliissigkeit reguliert. 17,17 g Kartoffelmehl, entsprechend 
15,00 g reiner Starke, werden in den 500 eem-Kolben gespiilt und mit Wasse 
auf 375 g (360 + 15) aufgewogen, der Kolben im Stativ eingespannt und 
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der Motor in Gang gesetzt. Nach 1 Minute ist die Stirke quantitativ auf- 
ceschlemmt; es werden 40,0 ccm 2,00 m-NaOH hinzugesetzt und gleichzeitig 
eine Stoppuhr gestartet. Die Stirke verkleistert nach 1/, Minute zu einer 
hochvisecosen Masse. Widerstand ausschalten! Beim Riithren wird die Masse 
langsam diinnfliissiger. Nach 15,0 Minuten werden 40,0 cem 3,00 m-CH,COOH 
hinzugegeben, wobei die Viscositiét stark fallt. Widerstand einschalten! 
Nach 30,0 Minuten wird das Riihren unterbrochen, der Kolben mit Riihrer 
auf die Wage gesetzt, der Inhalt mit Wasser auf 500,0 g aufgewogen und 
sum SchluB 1 Minute geriihrt. Widerstand einschalten! Nunmehr wird der 
Kleister in Portionen 4 50,0 g in 100 cem-Duran-Stehkolben abgewogen 
und die Kolben im Wasserthermostaten (20,0°) angebracht. In der _ be- 
schriebenen Weise dargestellter Kleister hat bei 20° eine Viscositiit, die 
etwa 40mal gréBer ist als die Viscositit von Wasser. Da aus diesem Grunde 
volumetrische Abmessungen des Kleisters zu ungenau sind, sind wir zu gravi- 
metrischen tibergegangen. Da das Verhiltnis CH,COOH : CH,COONa = 1:2 
ist, hat der Kleister die optimale Aciditiit der verfliissigenden Amylase des 
Malzes, py = 5,0. 


b) Darstellung von Stirkekleister zur Bestimmung des Ver- 
flissigungsvermégens von Pankreasamylase. Genau wie a). Statt 
40 cem CH,COOH werden nach 15,0 Minuten jedoch 20,0 cem 1,00 m-HCl 
und 40,0 eem 1,00 m-H,PO, hinzugesetzt; der Kleister hat die optimale 
Aciditit, py = 6,8, und die optimale Cl-lonen-Konzentration der Pankreas- 
amylase. Na,HPO,: NaH,PO, = 1:1. 


Analyse. — Apparate. Wasserthermostat 20,0°. 2 Stoppuhren. 
Stativ auf DreifuB mit Schrauben. Dreiwegehahn mit Schlauchverbindung 
uu Saugpumpe, Gummigebliise und Viscosimeter. Viscosimeter nach Ost- 
wald oder nach Blom (Fig. 3). 

Im Gegensatz zu Ostwalds Viscosimeter sind Reaktionskolben und 
Capillare getrennt, wodurch besonders bei Serienanalysen eine groBe Zeit- 
ersparnis erzielt wird. Die Verengung oberhalb der Pipettenkugel muB so 
lmiihlich erfolgen, daB Trépfchen der ausflieBenden Fliissigkeit hier nicht 
iiingen bleiben. Das untere Ende des eigentlichen Viscosimeters soll den 
bioden des Reaktionskolbens beriihren; es ist schriig abgeschnitten, damit 
die Fliissigkeit ungehindert auslaufen kann. Als Reaktionskolben dienen 
i00 ceem-Duran-Stehkolben, da diese Kolben sehr gleichartig geliefert 
verden. Bei gleichen Fliissigkeitsmengen erhilt man gleiche Héhenunter- 
schiede und damit gleichen treibenden Druck. Bei der Messung taucht der 
Xeaktionskolben in das Wasser des Thermostaten. Die Capillare ist von 
eciuem Wassermantel umgeben, durch den mit Hilfe einer einfachen Zentri- 
‘ugalpumpe Wasser gepumpt wird. Die Pumpe (Fig. 4) besteht aus einem 
direkt mit der Achse eines Elektromotors verbundenen Metall-T- Rohr, 
‘essen senkrechter Arm in dem kurzen Schenkel eines Metall-U-Rohres von 
etwas gréBerem Durehmesser steckt. Die Pumpe taucht in das Wasser des 
Thermostaten. Beim Rotieren wirkt das T-Rohr als Riihrer und schleudert 
‘abei das Wasser aus den wagerechten Armen. Verbindet man mit Gummi- 
chiiuchen den langen Schenkel des U-Rohres mit dem oberen Stutzen des 
Viscosimeterwassermantels und den unteren Stutzen mit dem Wasser des 


‘hermostaten, erhilt man einen Wasserstrom, der die wichtigen Teile des 


iscosimeters auf der Temperatur des Thermostaten hiit. 
14° 
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Eichung des Viscosimeters. Als Eichflissigkeit verwenden wir 
eine Lisung von Saccharose, und zwar das gleiche Volumen als das Reak. 
tionsvolumen des Analysenansatzes. Vor der Eichung wird das Viscosi- 
meter mit Chromschwetelsiure gereinigt und mit Hilfe der Schrauben am 
FuBe des Spezialstativs genau senkrecht gestellt. MeBtemperatur 20,0’. 
Eichfliissigkeit 45,0 Gew.-°/, Saccharose, Relative Viscositit 9,3. Eich- 
volumen 55,0 cem. AusfluBzeit = 75,4 Sekunden = Eichzeit II. 2 mal Eich- 
zeit II = 150,8 Sekunden = Eichzeit I. 
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Fig. 3 Fig. 4 


Bei der Wahl eines Viscosimeters ist darauf zu achten, daB die Eich- 
zeit mit 45,0 °/,iger Saccharoselésung zwischen 60 und 90 Sekunden liegt. 

Ausfiihrung. 5,00 cem einer passenden Enzymlésung werden wit 
einer der abgewogenen Portionen je 50,0 g Stirkekleister vermischt und 
gleichzeitig eine Stoppuhr gestartet. Um den Startpunkt genauer festlegen 
zu kénnen, wird der Pipetteninhalt ausgeblasen. Da Speichel Stirkekleister 
verfliissigt, ist das Mundstiick der Pipette mit einem kleinen Wattestopfen 
versehen. Der Kolben wird mit einem Gummistopfen verschlossen, kriiftig 
geschiittelt, im Stativ so eingespannt, dali das untere Ende des Viscosi 
meterrohres den Boden des Kolbens beriihrt und endlich in den Thermo- 
staten gesenkt. Nun beginnen die eigentlichen Viscosititsmessungen, wofiir 
eine zweite Stoppuhr notwendfg ist. Aus dem soeben erwihnten Grunde 
darf das Aufsaugen der Reakiionslésung nicht mit dem Munde erfolgen. 
Mit Hilfe eines am Stativ angebrachten Dreiwegehahnes kann das Viscosi- 
meter mit einer Saugleitung und einem Gummigeblise in Verbindung ge- 
setzt werden, wodurch es mdglich ist, die Reaktionslésung aufzusaugen, 
auszublasen und zu riihren. -Vor jeder Messung wird einmal aufgesaugt 
und ausgeblasen. Beim Start der Messung wird die Zeit in Sekunden nach 
Zugabe des Enzyms notiert. Die Messungen werden so lange wiederholt, 
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bis die AusfluBzeit kleiner ist als eine Eichzeit. Zur Reinigung des Viscosi- 
meters wird der Reaktionskolben mit einem mit Wasser gefiillten Kolben 
ausgetauscht, das Wasser hindurchgesaugt und die letzten im Viscosimeter 
haftenden Tropfen ausgeblasen. In derselben Weise wird ein zweiter Ver- 
such angesetzt, und die AusfluBzeit bestimmt, bis sie kleiner ist als die 
andere Kichzeit. Die fiir die beiden Versuche anzuwendenden Enzymmengen 
verhalten sich wie 1:4 oder 1:5. Unsere Untersuchungen in Tab. Ia 
sind mit Malzamylase, in Tab. Ib, II und III mit Rapidase, Super con- 
centrée, einem haltbaren Trockenpriparat der Société Rapidase, Seclin, 
l‘rankreich ausgefiihrt. 


Berechnung. Da die Viscositiit der Reaktionslésung wiihrend der 
einzelnen Messung fiallt, korrigieren wir, wie erwiihnt, die Startzeit der 
Kinzelmessung um die Hilfte der AusfluBzeit und bezeichnen die korrigierte 
Startzeit mit Reaktionszeit. Durch Interpolation wird nun die Reaktions- 
zeit in Sekunden berechnet, nach welcher die AusfluBzeit der Reaktions- 
ljsung gleich ist der Kichzeit. Bei Anwendung desselben Stirkekleisters 
und derselben Eichzeit sind die interpolierten Reaktionszeiten den an- 
gewandten Knzymmengen umgekebrt proportional (Tab. Ia, lb). Mit Hilfe 
dieser Beziehung werden die Reaktionszeiten fiir Kichzeit 1 und Eichzeit IT 
auf dieselbe Enzymmenge umgerechnet. Durch Subtraktion erhilt man 
uunmehr die Zeit, ¢, + ¢,, in Sekunden, in welcher ag Enzym die Viscositiit 
des Stiirkekleisters von Eichzeit | auf Eichzeit If senkt, und es berechnet 


sich die 
‘ pic. 1000 bi is 
inzymaktivitit = Einheiten. 
a-(t, + t,) 


Beispiel: 
0,600 mg Enzym  Eijchzeit II 75,4 Sek. 


Startzeit 736 Sek. AusfluBzeit 83,6 Sek. Reaktionszeit 778 Sek. 
Startzeit 918 Sek. AusfluBzeit 78,0 Sek. Reaktionszeit 955 Sek. 
Durch Interpolation: AusfluBzeit 75,4 Sek. Reaktionszeit 915 Sek. 








0,150 mg Enzym Eichzeit I 150,8 Sek. 


Startzeit 803 Sek. AusfluBzeit 158,0 Sek. Reaktionszeit 882 Sek. 
Startzeit 1011 Sek. AusfluBzeit 145,6 Sek. Reaktionszeit 1084 Sek. 
Durch Interpolation: AusfluBzeit 150,8 Sek. Reaktionszeit 999 Sek. 











0,600 mg Enzym Eichzeit Il 75,4 Sek. Reaktionszeit 915 Sek. 

0,150 mg Enzym fichzeit I 150,8Sek. Reaktionszeit 999 Sek. 

0,600 mg Enzym Eichzeit I 150,8Sek. Reakt.-Zeit - = 250 Sek. 

0,600 mg Enzym_ von EichzeitI bis EichzeitII Reaktionszeit 665 Sek. 
1000 


Aktivitit = = 2506 Einheiten. 








0,000600 - 665 


Bei Serienanalysen von Enzympriiparaten gleicher Herkunft kann mit 
demselben Stirkekleister die Anzahl] der Messungen reduziert werden. Fiir 
alle Priiparate wird die Reaktionszeit fiir Eichzeit I], nur fiir ein Priiparat 
die Reaktionszeit fiir Eichzeit I bestimmt, und die iibrigen wie folgt be- 
rechnet. 
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Priiparat A: 


0,600 mg Enzym Eichzeit IT Reaktionszeit 915 Sek. 
0,600 mg Enzym Eichzeit I Reaktionszeit 250 Sek. 
_ 100 
Aktivitit = = = 2506 Einheiten. 


0,000600 - (915 + 250) 


Priiparat B: 


0,750 mg Enzym Eichzeit I Reaktionszeit . .. 1002 Sek. 
1002-250 


0,750 mg Enzym Kichzeit I Reakt.- Zeit —— 274 Sek. 


1000 


0.00 = 1832 Einheiten. 
0,000750 - (1002 - 274) 32 Einheiten 


Zum Schlu8 sei noch der Versuch angefiihrt, welcher der Kur 
in Fig. 1 zugrunde liegt. 

















: Ansatz 

a = 0,152 mg Enzym ]- os ; ini eer Or oan ; 
Reaktionszeit AusfluBzeit | Relative Viseositiit 

A a eee 0 Sek. 286 Sek. 30,9 
t, Eichzeit I... 602 150,8 18,6 
?, EichzeitI] ... 3181 75,4 9,3 

_ 1000 " ; 

Aktivitit = = 2547 Einheiten. 


0,000152 + (3181 + 602) 


In diesem Beispiel sind beide Reaktionszeiten mit demselben Ansatz | 
stimmt. Da ein solcher Versuch etwa 1 Stunde dauert, fiihrt man schnell! 
2 Bestimmungen mit verschiedenen Enzymmengen aus. 


Besprechung. Die Konstanz von a-(t, + ¢,) gilt fiir alle von 
uns untersuchten Priparate von Malz-, Pankreas-, Aspergillus- 
und Bakterienamylasen. Nur unter folgenden Bedingungen erhiilt 
man Resultate, die mit den unsrigen verglichen werden kénneu: 


3,00 gew.-°/,iger Kleister von Kartoffelstiirke, Darstellung nach Vor- 
schrift, Verhiiltnis von Kleister zu Enzymlésung wie 10:1, Me8temperatu: 
20,0°, Eichlésung 45,0 gew.-°/,ige Lésung von Saccharose, Eichvolumen 
gleich Ansatzvolumen, Beschriebene Berechnungsmethode. 


Die Resultate sind dagegen unabhiingig von: 

Qualitit, Herkunft, Alter der Kartoffelstiirke, Riihrintensitiét un 
Temperatur bei der Darstellung des Kleisters, Viscositit des Kleister 
Viscosimeter. 

Bei Anwendung yon Enzymmengen, welche die Viscositi' 
des Ansatzes in 10—30 Minuten auf die respektiven Hichzeite 
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herabsetzen, besitzt die Methode die gréSte Genauigkeit, und 
zwar erhalt man Resultate, die nur um 2°/, variieren. 


Zum SchluB méchten wir der Forschungsanstalt fiir Stirkefabrikation, 
Berliny Prof. J. Raux, Nancy, Prof. R. H. Hopkins, Birmingham und 
Dr. H. Lundin, Stockholm, fiir die zugesandten Stiirkeproben, und endlich 
der Leitung der Brauerei Tuborg fiir die Mittel zur Durchfiihrung der 
('ntersuchungen unseren Dank aussprechen. 
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Cozymase- und Nicotinséureamid-Gehalt im Tierkérper 
und in der Hefe 
Von 
Hans y. Euler, Fritz Schlenk, Heinz Heiwinkel und Bertil Hégberg 


Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Oktober 1938) 


Die Cozymase gehért zur Gruppe der Wirkstoffe (Ergone), 


welche — wie von manchen Vitaminen und Hormonen bekannt 
ist — ihre Funktionen als Katalysatoren des Stoffwechsels in 


Verbindung mit spezifischen Proteinen ausiiben. Im Gegensatz 
zu anderen Ergonen, z. B. den innersekretorischen Hormonen, ist 
die Cozymase nicht auf gewisse Organe beschrinkt, sondern sie 
kommt in allen Zellen vor, in welchen Kohlenhydratstoffwechsel 
statt hat. 

Die Aufstellung einer Bilanz der Cozymase und ihrer Kom- 
ponenten ist ein in vieler Hinsicht wesentliches und aktuelles 
Problem. Nachdem die friiheren Untersuchungen iiber die Ver- 
teilung der Cozymase im Tierkérper nur zu Schitzungen der 
relativen Mengen gefiihrt hatten, ist in den letzten Jahren in 
Arbeiten dieses Institutes!) der Girtest fiir Cozymase zu einer 
wesentlich verbesserten Anwendung gekommen. 

Beziiglich unserer Kenntnis von der Rolle der Cozymase im 
Tierkérper ist vor 2 Jahren ein Wendepunkt eingetreten, der 
durch die Aufklirung der chemischen Zusammensetzung?) und 
Konstitution®) und der biologischen Funktionen*) der Cozymase 
herbeigefiihrt wurde. Wir wissen nunmehr, daB die Cozymase 
ein Dinucleotid darstellt, bestehend aus Adenylsiiure und Nicotin- 
situreamid—Ribose—Phosphorsiiure. 


) Euler, Heiwinkel, Malmberg, Robeznieks u. Schlenk, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 A, Nr. 25 (1937). 

) Euler, Albers u. Schlenk, Diese Z. 237, 1 (1935); 240, 113 (1936). 

5) Schlenk, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 17 (1936). 

*) Euler, Adler u. Hellstrém, Sv. Kem. Tidskr. 47, 290 (1935): 
Diese Z. 241, 239 (1986). 
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Adenosin-5-diphosphorsiiure ist also ein Bestandteil des 
Cozymasemolekiils. 

Andererseits ist die Cozymase, die sich von Codehydrase II 
(Warburgs Co-Ferment aus roten Pferdeblutzellen) nur durch 
den Mindergehalt von 1 Mol. Phosphorsiure unterscheidet, mit 
letzterer in enzymatischem Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht 
diirfte, wie schon frither betont wurde, fiir den Weg des Kohlen- 
hydratabbaues im Tierkérper, besonders fiir die Pasteursche 
Reaktion, eine wichtige Rolle spielen. 

Durch den Nachweis, daB die beiden Codehydrasen ineinander 
iiberfiihrbar sind, ist die Konstitution der Codehydrase II bis auf 
die Haftstelle des dritten Phosphorsiuremolekiils festgelegt. Die 
Art der Verkniipfung soll durch Isolierung und Identitizierung 
sriBerer Spaltstiicke aufgeklart werden. Als vorliufiges Resultat 
unserer diesbeziiglichen Untersuchungen 1liBt sich mitteilen, daB 
in Codehydrase II keine typisch leicht hydrolysierbare Phosphor- 
siiure enthalten ist (Lohmann-Hydrolyse, n-HCl, 100°, 7 Minuten). 
Bei der alkalischen Hydrolyse (n/20-NaOQH, 100°, 5 Minuten) 
entsteht -— im Gegensatz zur Cozymase — fast keine Co- 
phosphorylase. 

Die beiden Nucleotide selbst sind an Reaktionsphasen des 
Stoffwechsels beteiligt und scheinen auch mit anderen Nucleotiden 
und Wirkstoffen anderer Art in Reaktion zu treten. Es sei nur 
daran erinnert, daB das in ihnen enthaltene Nicotinsaiure- 
amid ein lebenswichtiger Nahrungsbestandteil von Vitamin- 
charakter ist®). 

Da die Cozymase in nahen Beziehungen zu Warburgs Co- 
ferment (Codehydrase II) und zur Cophosphorylase (Adenosin-5- 
Phosphorsiiure) steht, ist eine eingehende Priifung der Knzym- 
systeme, welche die drei Co-Enzyme ineinander umwandeln, not- 
wendig. Hieriiber soll in einer spiteren Mitteilung berichtet 
werden. 

Die Schwierigkeit, eindeutige und genauere Resultate iiber 
den Gehalt von Organen an Cozymase zu erhalten, liegt in dem 
Umstand, da& wiithrend der Extraktion der Cozymase aus den 
Geweben eine Verainderung derselben infolge Spaltung durch 
Phosphatasen und Nucleosidasen stattfinden kann, selbst wenn 
lic Dauer der Extraktion auf wenige Minuten eingeschrankt wird. 


’) Euler, Malmberg, RobeZnieks u. Schlenk, Naturwiss. 26, 
45 (1938). 
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Aus diesem Grund darf die Genauigkeit der Cozymase-Bestimmungey, 
auch nach den in dieser Untersuchung eingehaltenen Verbesseruncgey, 
der Methodik nicht héher eingeschitzt werden als etwa + 20"). 

Besonders zu erwihnen ist, dab die Ergebnisse iiber das 
Verhaltnis der im Muskel und in Jensen-Sarkomen vorhandeney 
Mengen hydrierter und nicht hydrierter Cozymase in mehreren 
Untersuchungen in diesem Institut stark variierten, und daf 
in bezug auf das Verhiltnis CoH,/Co die Méglichkeit einer 
enzymatischen Verinderung wihrend der Extraktion die Sicherheit 
des Ergebnisses sehr stark herabsetzt. 

Eine Reihe von Forschern hat seit lingerer Zeit hervor- 
gehoben, dab im Jensen-Sarkom das Enzymsystem des Kohlen- 
hydratabbaues gegeniiber demjenigen des Muskels veriindert ist. 
Die vergleichenden Versuche, die in diesem Institut von mehreren 
Gesichtspunkten aus iiber Komponenten der Enzymsysteme vou 
Jensen-Sarkom und anderen Organen angestellt wurden, haben 
gezeigt, dai hinsichtlich des Cozymase-Gehaltes entscheidende 
Unterschiede zwischen Muskel und Jensen-Sarkom nicht vor- 
liegen. Dagegen hat sich wiederum unser friiheres Ergebnis‘) 
bestiitigt, daB das Verhiltnis CoH,/Co im Jensen-Sarkom 
wesentlich anders ist als im Muskel. Der groBe UberschuB an 
Dihydro-cozymase wurde bisher nur in Jensen-Sarkom gefunden. 
Der Wasserstoff dieses kraftigen Reduktionsmittels wird im Sarkow 
offenbar auf keinen Acceptor iibertragen. 

Mit der Frage nach dem Cozymase-Gehalt in _tierischen 
Organen hingt diejenige nach dem Gehalt an Nicotinsiureamid, 
wie schon oben erwahnt, eng zusammen. Cozymase enthalt nach 
ihrer Formel 18,4°/, Nicotinsiureamid. Es diirfte zur Bildung 
der Cozymase im Tierkérper notwendig sein und man kann an- 
nehmen, dali es die Gleichgewichte der Cozymase mit ihren 
itibrigen Spaltprodukten beeinfluBt. Wir haben uns deswegen schon 
seit liingerer Zeit bemiiht, eine Bestimmungsmethode fiir Nicotin- 
siitureamid in tierischen Organen auszuarbeiten. Die diesbeziiz- 
lichen sehr erheblichen Schwierigkeiten liegen sowohl in der 
Extraktion wie in der Wahl einer geeigneten chemischen Methodik. 
Nach den bis jetzt vorliegenden Versuchen enthalten sowoll 
Rattenmuskeln als Jensen-Sarkome sehr viel weniger Nicotin- 
siureamid in freier als in an Codehydrasen gebundener Fort. 
Wir kommen unten hierauf zuriick. 


*) Euler, Malmberg u. Giinther, Z. f. Krebsforsch. 45, 425 (193° 
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Zur Methodik der Bestimmung der Cozymase in natiirlichem Material 


Ks handelt sich hier einerseits um die Bestimmung der 
Gesamtmenge der Cozymase und andererseits um das Verhiltnis 
Dihydro-cozymase—Cozymase. Unsere Versuche haben ergeben, 
daf zur Bestimmung der Gesamtmenge von Cozymase die schon 
friiher verwendete Methode der Heifwasserextraktion die besten 
Resultate gibt. Die Methodik wurde noch weiter ausgearbeitet. 

Die Bestimmung des Verhiltnisses Dihydro-cozymase—Co- 
zymase begriindet sich auf die verschiedene Stabilitét der oxy- 
dierten und reduzierten Form: Cozymase ist in schwach saurem 
Medium stabil, Dihydro-cozymase in alkalischem Medium. Dem- 
entsprechend wird mit ‘Siure bzw. Lauge extrahiert, wobei Co- 
cymase bzw. Dihydro-cozymase erfaBt wird‘). 

Wie an anderer Stelle ausfiihrlicher dargetan wird, iibertrifft 
die Summe der durch getrennte Alkali- und Siure-Extraktion 
erhaltenen Cozymase-Mengen niemals den Wert, der bei Wasser- 
Kxtraktion erhalten wird. Man muB, dies ist die Voraussetzung 
fiir die Richtigkeit der Resultate, die Saure- bzw. Alkali-Extraktion 
unter so extremen p,,-Bedingungen durchfiihren, daB man mit 
Sicherheit in jedem Ansatz nur die eine Form erfaBt. 

Uber die Bestimmungsmethodik der Codehydrasen ist noch 
foleendes zu bemerken: (Vgl. experimenteller Teil). 

a) Cozymase und Dihydro-cozymase: Bestimmung auf 
Grund der Co-Enzymwirkung im System der alkoholischen Girung 
\Ausfiihrung des Testes zweckmaBig in der Halbmikroform nach 
Myrbick). Auch mit Rohextrakten meist sehr genau, eine ein- 
ache HeiSwasserextraktion des zu untersuchenden Materiales 
ceniigt meist, auf weitere Reinigung des Extraktes kann ver- 
zichtet werden. 

b) Codehydrase Il und Dihydro-codehydrase II: Be- 
stimmung im Warburgschen System: Dehydrierung der Hexose- 
monophosphorsiure. Das System ist empfindlicher als der Girtest, 
dennoch kann man hiufig die Bestimmung in Rohextrakten 
vornehmen. 

Fiir beide Co-Enzyme kann die Bestimmung durch quanti- 
tative Spektrophotometrie erfolgen (Absorption der Bande bei 
340 mu nach Uberfiihren in die Dihydroverbindung). Fir Roh- 
extrakte nicht geeignet. 


) Adler u. Euler, Sv. Kem. Tidskr. 48, 221 (1986); Adler u. Calvet, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 11 B, Nr. 32, 1936. 
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Stabilitat von Cozymase und Dihydro-cozymase 
unter den Bedingungen der Extraktion. Cozymase und 
Dihydro-cozymase wurden in m/75-Phosphatpuffer p,, = 6,3 und 6,8 
gelist (Konzentration etwa 0,4 mg/ccm), unter den iiblichen Vor- 
sichtsmafbregeln in kochendem Wasserbad erhitzt und zu ver- 
schiedenen Zeiten Proben entnommen. Der Grad der Inaktivierung 
wurde durch Girversuche festgestellt (Fig. 1a, 1b und 2). 























1001 $$; 4 tro —_——, 
| Py -63  %100° D,,=6,8 %7100° 
| . \x 
A | SK. x m 
' ae NX, | sy 
~ | ~ ~~ 
ms | \ a4 \Cohe| 
= 50r *, ~ Nd 
= SN A { 
a § ee m\ 
A i — 
RON a 
Cohe N Co| 
| 
— — Ee sows 4 i ij 
5 70 é 10 1§ £0 
_ > Minuten ~ » Minny (thi > 
Fig. la Fig. 1b 
100 7 i: ag Sa 
N10 HC! t= 100 
‘\ 
A \ 
3 | \ 
= so} 
=~) \ 
: ~ 
| a | 
! “Co 
~~ 10 ‘5 A 
Fig. 2 


Zur Extraktion in saurem und alkalischem Medium haben 
wir n/10-HCl und n/20-NaOH verwendet. Die Stabilitat der 
Cozymase in n/10-HCl bei der Temperatur des siedenden Wasser- 
bades geht aus der Fig. 2 hervor. Gegen n/20-NaOH ist Co- 
zymase hei dieser T'emperatur so empfindlich, daB die Zerfall- 
geschwindigkeit nicht mehr meBbar ist. Umgekehrt verhilt sich 
die Dihydro-cozymase, die in saurem Medium schnell zerstért wird. 
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Die Ursache fiir die Siureinaktivierung ist nach Karrer und 
Mitarbeitern’) die irreversible Anlagerung der Mineralsiure an 
die Doppelbindungen des Pyridinkernes. 

Unsere Ergebnisse iiber die Stabilitét von Cozymase und 
Dihydro-cozymase zeigen, daB man bei Anwendung unserer 
Kixtraktionsmethodik (Siure, Lauge oder Wasser) durch das un- 
vermeidliche Erhitzen mit etwa 10—20°/, Verlust zu rechnen hat. 
In anderen Versuchen fanden wir, da ein weiterer Verlust bis- 
weilen durch unvollkommene Extraktion eintritt. 

Unsere verbesserte Extraktionsmethodik, die an anderer Stelle 
austiihrlicher beschrieben werden soll, mag hier kurz gekennzeichnet 
werden: 

Das zerkleinerte Organ wird wihrend 1—3 Minuten bei 90 
bis 100° und anschlieBend 1—2 Stunden bei Zimmertemperatur 
extrahiert. Das kurze Erhitzen wird zweckmibig in Reagenz- 
clisern iiber freier Flamme vorgenommen, das anschliebende 
Extrahieren geschieht am besten unter Erneuerung des Extraktions- 
mittels, wenn die Beschaffenheit der Probe ein Dekantieren er- 
méglicht. Zur Vervollstindigung der Extraktion wird auf der 
Maschine geschiittelt. Die vereinigten Extrakte werden im Vakuum 
auf geeignete Konzentrationen fiir den Girversuch gebracht. 

Alle quantitativen Messungen von Cozymase in Organen 
bleiben also erheblich, etwa 20—40°/, hinter dem wahren Wert 
zuriick, den man durch Extrapolation bestimmen kann. 

Das gleiche trifft fiir die Ermittlung der Codehydrase II zu, 
die im Warburg-System (Dehydrierung von Hexose-monophos- 
phorsiure) vorgenommen wird. Die experimentelle Unsicherheit 
ist hier noch gréBer als bei der Giirmethodik. 

Wahrend die Summe der oxydierten und reduzierten Form 
tir jede der beiden Codehydrasen einigermafen sicher reproduziert 
werden kann, unterliegt das Verhiltnis CoH,/Co stets erheblichen 
Schwankungen, die schon durch geringe Anderungen der Extrak- 
tionsbedingungen hervorgerufen werden. 


Cozymase und Dihydro-cozymase im Muskel und Jensen-Sarkom 


Wir fassen unsere Ergebnisse iiber den Codehydrasen-Gehalt 
verschiedener Organe in den beiden folgenden T’abellen zusammen. 
Tab. 1 enthalt unsere Bestimmungen von Cozymase und Di- 
hydro-cozymase in Sarkom und Muskel. 


*) Karrer, Ringer, Biichi, Fritzsche u. Solmssen, Helv. Chim. 
Acta 20, 55 (1937). 
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Tabelle 


Extraktion mit n/10-HCl und n/20-NaOH. Angegebene Werte bezichen 


sich auf 1g Frischgewicht des extrahierten Organes 

















Material Cozymase Dibydro- CoH, /*/O CoH, + CO 
cozymase 2! 2 
Jensen-Sarkom _ sa 
Gewicht etwa 10g i a 8,5 86 1 
Jensen-Sarkom ae ‘ — 
Gew. etwa 2-8 g 20 7 125 7 6,2 145 Y 
Rattenmuskel ; 
Gew. d. Ratte 160 g 7} et i sad as y 
Rattenmuskel 7 , se 
Gew. d. Ratte 160 g 100 7 06 4 0,56 156 y 
Wie vorstehend 89 58 0,65 147 y 


Man ersieht aus dieser T'abelle besonders den Unterschied 
der Werte CoH,/Co in Muskel und in Jensen-Sarkom. 

In der folgenden Tab. 2 haben wir an unsere Muskel- und 
Sarkom-Werte auch die an anderen Organen und an Hefe ge- 
wonnenen angeschlossen. Gesamt-Codehydrase I und Ge- 
samt-Codehydrase II in verschiedenem Material. 


Tabelle 2 
Wasserextraktion, Angaben auf 1g Frischgewicht der Organe und Hete 
in abgeschleudertem Zustande bezogen 





Material Codehydrase I | Codehydrase [| 
Jensen-Sarkom. . . a 160 v 80 
Rattenmuskel, ausgew achsene R. . . 160 80 
Rattenmuskel, junge R., 60g . . . . . 200 v 80 
Rattenkérper | total, ausgewachsene . 100 y 50 y 
CE ea ae 150 ¥ 40 7 
OR. Sg ge ws a> ae ce eH la 160 ¥ 40 y 
re: bes ote wo aw le 2157 30 ¥ 
a iets Soo ae Pek a nts wee ag dies 45 y/ecm 40 y/cem 
IR isk o056- 2nd ra tA ch gue eae Sin. is. 250 y wenig 
NE os! ee es ge eae Bulan ke, 400 v sehr wenig 
NN Soa og tk Lo gs ante Tan le, a 500 wenig 








ei der Wasserextraktion wird etwas mehr Cozymase gefunden. 
Dies beruht darauf, daB das beim Neutralisieren der sauren und 
der alkalischen Extrakte entstandene Salz eine Hemmung 1 
Girungsversuch hervorruft. Tab. 2 zeigt die recht gleichheitliche 
Verteilung der Codehydrasen in den untersuchten Organen des 
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Rattenkérpers. Ferner sehen wir aus dieser ‘l'abelle, daB der 
Rattenkérper bei einem Gewicht von 200 g (ausgewachsene Ratte) 
etwa 20 mg Cozymase enthalt. Fiir einen Menschen wiirde sich 
ws —. sofern eine solche Umrechnung zulissig ist — ein Cozymase- 
) Gehalt von 5—8 mg Cozymase ergeben. 

Was das Verhiltnis zwischen den Konzentraticnen der Co- 
dehydrasen I und II betrifft, so fanden wir Codehydrase II stets 
in erheblich kleineren Mengen, die im allgemeinen !/,—'/, der 
Cozymase betrugen. Ausnahmen machen Leber mit verhiltnis- 
mibig wenig Co If und Blut mit verhiltnismiBig hohem Co II- 
Gehalt. Bemerkenswert ist, daB in Hefen so wenig Codehydrase II 
gefunden wurde. 

Was die absoluten Konzentrationswerte der Codehydrasen 
betrifft, so liegen dieselben weit iiber denjenigen anderer Wirk- 
stoffe (Aneurin und Lactoflavin; Mehrzahl der Hormone inner- 
sekretorischer Driisen) und Co-Enzyme (Lactoflavin-phosphorsiure; 
Co-Carboxylase). DemgemaB kommen die Codehydrasen erst in 
relativ groBen Mengen zur physiologischen Wirkung. Dies bingt 
wohl zum Teil mit der relativ geringen Affinitat der Codehydrasen 
zu ihren Apo-Enzymen zusammen, welche erst durch einen Uber- 
schuB von Codehydrasen voll aktiviert werden. 

Auch im quantitativen Bedarf des Saugetierorganismus an 
diesen Wirkstoffen spiegeln sich die genannten Verhiiltnisse 
wieder: die erforderliche Nicotinsiureamidmenge®) ist erheblich 
gréBer (500—1500 7/kg) als der Bedarf an Aneurin und Lacto- 
flavin. 

Der Gehalt einzelner als besonders Cozymase-reich bekannter 
Organe iibertrifft den fiir den ganzen Rattenkérper geltenden 
Uurchschnittswert nur um etwa 100°/,. 





Nicotinsaéureamid im Tierkorper 
Die Entdeckung des Nicotinsiiureamids als Base der Wasser- 
stoff-iibertragenden Co-Enzyme lenkte erneut die Aufmerksamkeit 
aul diese bisweilen in der Natur frei beobachtete Base unter dem 
Gesichtspunkt der eventuellen Vitaminwirksamkeit dieser Ver- 
bindung. Die Entdeckung?*), daB Nicotinsiiureamid identisch ist 
mit dem aus Leberextrakten isolierten ,,Anti-black-tongue-Faktor“ 


*) Wolley, Strong, Madden u. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 124, 
(1988) 

 Elvehjem, Madden, Strong u. Wolley, J. Amer. Chem. Soc. 

oY, 1767 (1987); J. of Biol. Chem. 123, 187 (1938); 124, 715 (1938). 
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und die dadurch veranlaBte Erkenntnis, daB Nicotinséureamid das 
Antipellagra-Vitamin des Menschen ist!!), und auch an Ratten 
Wachstumswirkungen ausiibt!”) ergab den Wunsch, das mengen- 
miiBige Vorkommen dieser Verbindung in der Natur zu studieren, 

Bestimmungen von Nicotinsiiureamid in natiirlichem Material, 
mit dem Ziel, die Verbreitung des Antipellagra-Vitamines und 
den Wert von Nahrungsstoffen in dieser Hinsicht zu erfassen, «lie 
Bilanz des Organismus zu studieren und die Ausscheidung 21 
verfolgen, diirfen sich nicht auf das Nicotinsiureamid allein be- 
schrinken, sondern miissen alle Derivate des Grundkérpers be- 
riicksichtigen, die gleiche oder aihnliche Vitaminwirkung besitzeu 
wie Nicotinsiureamid selbst, oder die der Organismus leicht in 
Nicotinsiiureamid und die Vitamin-wirksame Substanz (Codehy- 
drasen) iiberfiihren kann. 

Es besteht kein Zweifel dariiber, daB das Nicotinsiureamid 
im Kérper zum Aufbau der Codehydrasen I und II dient. 
Fiir manche Bakterien ist dies bereits experimentell bewiesen’’), 
Die Codehydrasen sind als eigentliche Vitamine zu betrachten, 
als Provitamine kénnen wir Nicotinsiureamid, Nicotinsiure, T'ri- 
gonellin, Nicotinsiureamid-N-hydroxymethylat und vielleicht nocl 
einige andere, diesen Verbindungen nahestehende Substanzen 
bezeichnen. 


Vitaminbilanzversuche miissen daher folgende Verbindungen 
erfassen: 

1. Die Codehydrasen I und I] in oxydierter und reduzierier 
Form. 

2, Nicotinsiiureamid und Nicotinsiure (3 wertiger Ringstickstof!). 

3. Derivate der Pyridin-§-carbonsiiure mit 5wertigem Ring- 
stickstoff, die nicht identisch sind mit den Codehydrasen: Nicotin- 
siureamid-hydroxymethylat, Trigonellin. 

4, Zwischen Nicotinsiiureamid und den Codehydrasen stehende 
Koérper wie Nicotinsiureamid-ribosid und Nicotinsiureamid-ribosid- 
phosphorsiiure, wenn es gelingt, ihre Anwesenheit in natiirlichem 
Material zu erweisen. 


1) Spies, Cooper u. Blankenhorn, J. amer. med. Assoc. 110, 
622 (1938); Fouts, Helmer, Lepowski u. Jukes, Proce. Soe. exper. 
Biol. a. Med. (Am.) 37, 405 (1987). 

®) Frost u. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 121, 255 (19387). 

'3) Knight u. MeIlwain, Biochemie. J. 32, 1241 (1938). 
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Bestimmungsmethodik der Nicotinséure und ihrer Derivate 


1. Nicotinsiure und Nicotinsiureamid 


Zur quantitativen Bestimmung von Pyridin und seinen Deri- 
vaten sind bereits seit langerer Zeit Farbreaktionen bekannt. Eine 
solche haben wir 1937 fiir die quantitative Bestimmung von 
Nicotinsiure und Nicotinséiureamid eingefiihrt'*), Der Methodik 
liegt die schon friiher bekannte Erfahrung zugrunde, daB Pyridin 
und seine Derivate durch Ringspaltung mittels BrCN in Produkte 
iibergehen, die mit aromatischen Aminen zu gelben bis gelbroten 
Farbstoffen kuppeln. 


Die Methode (vgl. experimentellen Teil) erlaubt, Nicotinsiure 
und Nicotinsiureamid-Mengen zwischen 0,5 und 10 mg zu be- 
stimmen, die Genauigkeit hingt stark von der Art der Begleit- 
stoffe ab. In ungiinstigen Fallen sinkt ihr Wert auf den einer 
halbquantitativen Orientierung herab. Pyridinderivate mit 5 wertigem 
Ringstickstoff werden nicht erfaBt. Die Schwierigkeit der Aus- 
fiihrung liegt darin, daB die Extrakte vorgereinigt und vor allem 
von den haufig vorhandenen gelblichen Begleitstofien befreit werden 
miissen, die bei der optischen Messung stéren. Hierbei treten 
einerseits hiufig Verluste auf durch Adsorption des Nicotinsaure- 
amids bei den unvermeidlichen Fallungsreaktionen (EnteiweiBen) 
und dem Behandeln mit Adsorptionsmitteln zwecks Klarung. 
Andererseits wird aus den Codehydrasen bei diesen Manipulationen 
leicht Nicotinsiureamid abgespalten, was die Angaben iiber das 
Verhaltnis 

Nicotinsaiureamid (total) / Nicotinsiureamid (frei) 
erschwert. 


Bei der Bestimmung des gesamten Nicotinsiureamids in 
einem Organ ist zu beachten, daB die Extraktion mit Wasser 
vorgenommen werden muBf, gleichgiiltig, ob anschlieBend sauer 
oder alkalisch hydrolysiert wird. Bei direkter alkalischer Extrak- 
tion und Hydrolyse wird die Dihydro-cozymase nur sehr schwer 
gespalten, bei saurer Extraktion entsteht durch Anlagerung der 
Saure an die Doppelbindungen des Dihydropyridinringes ein Pro- 
dukt, daB sich bei der Hydrolyse, Extraktion und colorimetrischen 


4) Euler, Malmberg, Heiwinkel u. Schlenk, Sv. Vet. Akad. 
Arkiv f. Kemi 12B, Nr. 39, 19387; Euler, Heiwinkel, Malmberg, 
NobeZnieks u. Schlenk, Ebenda 12A, Nr. 25, 1937/38. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI. 15 
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Bestimmung anders verhalt als Nicotinsiureamid, wie wir uns 
durch einen Versuch mit Dihydro-cozymase iiberzeugten, bei dem 
nur '/, der erwarteten Nicotinsiureamid-Menge gefunden wurde, 
Bei saurer wie bei alkalischer Extraktion und Hydrolyse entgelit 
also im wesentlichen das in der Dihydro-cozymase vorliegende 
Nicotinsiureamid der Bestimmung. Man muB also fiir die Oxy- 
dation der Dihydro-codehydrasen vor der Hydrolyse sorgen. Wird 
die Organextraktion mit Wasser vorgenommen, so erfolgt quanti- 
tative Oxydation der Dihydro-codehydrasen durch den Luftsauer- 
stoff, da sie in neutralem Medium besonders in der Hitze leicht 
oxydierbar sind, im Gegensatz zu der groBen Bestindigkeit in 
alkalischem Medium. Deshalb findet man in waBrigen Muskel- 
oder Hefekochsiften keine Dihydro-cozymase (Priifung durch An- 
siuern auf p,, = 2, nach 10 Minuten langem Stehen bei Zimmer- 
temperatur wird neutralisiert und der Schwund an Co-Enzyn- 
aktivitit durch Garversuch unter Beriicksichtigung der Salzhemmung 
ermittelt. Bei waBrigen Extrakten erfolgt keine Verminderung der 
Co-Enzymaktivitat). Alkalische Extrakte aus Hefe, welche die 
Dihydro-cozymase des Ausgangsmaterials enthalten, werden durch 
Luft nicht oxydiert. Ansiuern fiihrt zu sofortiger Zerstérung der 
Co-Enzymaktivitat. Wegen der verhiltnismaBig leichten Oxydier- 
barkeit der Dihydro-cozymase in neutralem Medium ist es auch 
unnotig, bei der praparativen Gewinnung aus Hefe dem Extrak- 
tionswasser Oxydationsmittel zuzusetzen, damit nicht bei der 
folgenden Bearbeitung in saurem Medium Dihydro-cozymase zer- 
stért werde. 


Es sei an dieser Stelle hervorgehoben, daB in fast allen 
Fallen, wo iiber das Vorkommen von freiem Nicotinsiureamid 
in der Natur berichtet wurde, dieses durch die enzymatische 
oder chemische Abspaltung aus den Codehydrasen entstanden 
sein diirfte. Eine Ausnahme hiervon ist das Vorkommen in Harn. 
mittels dessen der Organismus die Bilanz reguliert. 


Ks liegt nahe, das Problem der Vitaminbestimmung dadurch 
lésen zu wollen, daB man alle in Frage kommenden Verbindungen 
durch saure Hydrolyse zu Nicotinsiure und Nicotinsiureamid 
spaltet und so zur Bestimmung bringt. An solchen Versuchet 
hat es nicht gefehlt, doch bringt dies Verfahren meist nicht 
einmal den Wert an Nicotinsiureamid, der sich allein aus 
dem Cozymase-Gehalt der Rohlésung errechnen ]4Bt (vgl. exper'- 
mentellen Teil). 
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2. Trigonellin und Nicotinsiureamid-N-hydroxymethylat 


Vor lingerer Zeit konnten Abderhalden}), Totani und 
Hoshiai’®), Kutscher u.a. feststellen, daB der Siugetierorganis- 
mus Pyridinderivate dadurch entgiftet, daB er sie am Ringstick- 
stoffatom methyliert. Auch Nicotinsiure und Nicotinsiureamid 
werden wenigstens teilweise in methylierter Form im Harn aus- 
geschieden. Vielleicht hat die Methylierung der Derivate der 
Pyridin-#-carbonséiure auch die Bedeutung, diese Derivate in 
einer mobilisierbaren Reserveform zu speichern. Die Reversibiltit 
der Reaktion ist nach Kihnau wahrscheinlich. Doch ist von 
anderer Seite die Vitaminwirksamkeit dieser Verbindung in 
Zweifel gezogen worden. 

Fiir Bilanzfragen?") ergibt sich zur Bestimmung dieser Ver- 
bindungen die Méglichkeit, die spektrophotometrische Methode 
anzuwenden, wenn weitgehend vorgereinigte Extrakte vorliegen. 
(Uberfiihren in die o-Dihydroprodukte, Messung der Bande bei 
360 mu.) 

Ferner werden diese Produkte durch die Jodreaktion der 
Pyridiniumbasen erfaBt!’). Fiir Trigonellin wurde dieses Ver- 
fahren kiirzlich von Slotta in anderem Zusammenhang besonders 
ausgearbeitet. Eine betriichtliche Vorreinigung des zu _ unter- 
suchenden Extraktes ist nétig. Nicotinsiure und Nicotinsdure- 
amid werden durch die Jodtitration nicht erfaft. 

Die erforderliche Ausfillung der genannten Verbindungen 
z. B. mit Phosphorwolframsiure (vgl. experimenteller Teil) wird 
in ihrem Ausfall sehr durch die Art der Begleitstoffe beeinfluBt, 
weshalb Angaben iiber ihre Menge in natiirlichem Material mit 
besonderer Unsicherheit behaftet sind. 

Fiir das regelmiBige Auftreten von Produkten, die ihrer 
chemischen Natur nach zwischen den Codehydrasen und dem 
Nicotinsiureamid stehen (Nicotinsiureamid-nucleosid und Mono- 
nucleotid) sowie der den Codehydrasen entsprechenden Pyridon- 
derivate liegen noch keine Anhaltspunkte vor. Fiir Bilanzfragen 


') Abderhalden, Brahm u. Schittenhelm, Diese Z. 59, 32 (1909); 
62, 183 (1909). 

'®) Totani u. Hoshiai, Diese Z. 62, 418 (1909); 68, 83 (1910). 

17) Uber Vorkommen und physiologische Funktion des Trigonellins im 
tierischen Organismus haben Ackermann sowie Kiihnau Untersuchungen 
angestellt; vgl. KongreBbericht II, Ziirich, 326 (1938). 

'8) Karrer, Schlenk u. Euler, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12B, 
Nr. 26, 1937. 

15* 
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kénnen sie jedoch nicht ausschlaggebend ins Gewicht fallen, 
Dasselbe gilt fiir einige andere Verbindungen, deren Vitamin. 
wirksamkeit nachgewiesen werden konnte, die aber in der Natur 
nicht vorkommen. 

Aus dieser Ubersicht geht hervor, daB es keine Methode 
gibt, die es erméglicht, alle in einem Material vorhandenen Anti. 
pellagra-wirksamen Verbindungen in einem Gang zu bestimmen, 
Die Priifung muB vielmehr mittels verschiedener Teste vor- 
genommen werden und hat sich, um vollstindig zu sein, auf 
alle drei oben genannten Gruppen von Verbindungen zu erstrecken, 

Im Saugetierorganismus liegt der iiberwiegende Teil des 
Nicotinséureamids gebunden in den Codehydrasen vor. Ein Ver- 
gleich der Bestimmung des gebundenen Nicotinsiureamids (Co- 
Enzymtest) und des nach Totalhydrolyse durch die Farbreaktion 
erfaBbaren zeigt, soweit Angaben in der Literatur vorliegen und 
unsere Experimente bestitigen, daf in letzterem Falle meist nur 
ein Bruchteil des aus der Codehydrase-Menge errechneten Nicotin- 
siureamid statt der entsprechenden oder einer gréBeren Menge 
gefunden wird. So scheint es fiir viele Zwecke am geeignetsten, 
sich auf eine Bestimmung der Codehydrase-Menge von Organen usv. 
zu beschranken und durch qualitative und halbquantitative Teste 
sich von der Abwesenheit gréBerer Mengen der anderen in 
Rede stehenden Verbindungen zu iiberzeugen. Diese Methode 
scheint fiir die Priifung der Verteilung des Nicotinsiureamid im 
Organismus um so eher gerechtfertigt, als offenbar das vom Kérper 
benétigte Nicotinsiureamid immer in Form der Codehydrasen vor- 
liegt und ein Uberangebot mit der Nahrung ausgeschieden wird. 

Fiir Trigonellin fehlt eine einfache und doch spezifische 
Reaktion. Durch Reduktion mit Natriumhydrosulfit zu den 
o-Dihydroverbindungen und quantitative Messung der dabei ent- 


stehenden Bande bei 360 mu 1laBt sich eine Bestimmung in ge- f 


reinigten Extrakten durchfihren. 
Wir sind mit der Ausarbeituug einer Methode zur quanti 


tativen Entmethylierung des Trigonellins und des Nicotinsiiure- f 


amid-hydroxymethylates beschiftigt. Die entstandene Nicotinsiiure 
wird dann colorimetrisch bestimmt. 
Slotta und Neisser?*) haben kiirzlich eine Bestimmungs- 


methode fiir Trigonellin in anderem Zusammenhang angegebet, f 


die auch fiir Nicotinsiureamid-N-hydroxymethylat gilt: Fallung 


*) Slotta u. Neisser, Ber. chem. Ges. 71, 1984 (1938). 
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mit Phosphorwolframsiure aus saurer Lisung, Aufliésen des 
Niederschlages in verdiinnter Lauge, jodometrische Bestimmung. 
1 Mol. Trigonellin verbraucht 10 Atome Jod, die Reaktionsfulge 
ist Oxydation zum Pyridonderivat, Jodanlagerung, Ringsprengung 
und Jodoformbildung. 

Bei der Fallung der hier in Rede stehenden Verbindungen 


aus Organextrakten oder Hefekochsaft (Additionsversuch) mit 


Phosphorwolframséiure fanden wir, daB die Ausbeute in un- 
kontrollierbarer Weise von der Natur des Extraktes und der Art 
der Begleitstoffe abhangt. Es wurden giinstigstenfalls 50°/, der 
eingesetzten Menge Trigonellin wiedergefunden. Etwas giinstiger 
scheinen die Fallungsbedingungen in Harnkonzentraten zu sein, 
doch kénnen wir auch da nichts Genaues iiber die auftretenden 
Mengen an Trigonellin aussagen. 

Bemerkenswert ist die Bestindigkeit der beiden Verbindungen 
gegen saure Hydrolyse. Es ist nur durch mehrstiindiges Erhitzen 
in konzentrierter Saure méglich, nennenswerte Mengen in Nicotin- 
siure bzw. Nicotinsiureamid tberzufiihren. 

Auf Grund dieser Schwierigkeiten kénnen derzeit nur quali- 
tative Angaben iiber das Auftreten gemacht werden. 


Gehalt einiger Tierorgane an freiem und gebundenem Nicotinséureamid 
1. Kaninchenmuskel 


2100 ccm Kochsaft aus 1100 g Kaninchenmuskel (sofortige 
Bearbeitung nach dem Schlachten, Extraktiousdauer 10 Minuten) 
wurden auf 340 ccm eingeengt, mit 10 Vol. absolutem Alkohol 
versetzt und zentrifugiert. Der Niederschlag enthielt das gebundene 
Nicotinsiureamid (Codehydrasen), die alkoholische Mutterlauge das 
lreie Nicotinsiureamid. 

a) Freies Nicotinsdiureamid: Die alkoholische Mutter- 
lauge wurde auf 200 ccm eingeengt, mit Petrolather entfettet, auf 
0 ccm eingedampft, mit gesittigter Barytlésung auf p, = 8 ge- 
bracht und 500 ccm absoluter Alkohol zugesetzt. Niederschlag 
verworfen, Mutterlauge mit H,SO, von Ba” befreit, Alkohol ab- 
destilliert, Extraktion des Nicotinsiureamid aus der waBrig-alkali- 
schen Lésung mit Amylalkohol im Extraktionsapparat. Gef.: 13,5 mg 
Nicotinsiureamid. 

b) Gebundenes Nicotinsiureamid (Codehydrasen): Der 
Niederschlag von der Alkoholfiallung des Kochsaftes wurde mit 
Wasser aufgenommen, mit H,SO, n/10-schwefelsauer gemacht und 
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zur Abspaltung des Nicotinsiureamid 3 Stunden bei 100° hydroly. 
siert. Beim Abstumpfen anfallender Niederschlag wurde abzenti- 


fugiert, gewaschen und verworfen. Waschwasser und Mutterlauge 
wurden stark eingeengt, mit Baryt und Alkohol behandelt und 
wie unter a) beschrieben auf Nicotinsiureamid untersucht. Gef.. 
81 mg Nicotinsdiureamid. 

Dieser Versuch zeigt, daB im Kaninchenmuskel der iiber- 
wiegende Teil des Nicotinsiureamid gebunden in den Codehydrasen 
vorliegt. Die gefundene Menge Totalnicotinsiureamid (86 mg Nicotin- 
siureamid,kg Kaninchenmuskel) steht in befriedigender Uberein- 
stimmung mit dem Wert, der nach dem Codehydrasetest des Roh- 
saftes zu erwarten ist: Cozymase-Gehalt etwa 400—500 mg/kg, 
daraus berechnet 73,5—92 mg Nicotinsiureamid. Der Gehalt an 
Codehydrase If ist wesentlich geringer, so daB sie fiir die Bilanz 
keine Rolle spielt. 

Kin entsprechendes Resultat wurde fiir andere Organe gefunden: 


Organ Gef. freies Nicotin- 
siureamid/100 g 
Kaninehen-Leber .......... 150 v 
Kaninchen-Niere. .......... 15007 
Kaninchen-Herz. .......... 1200 7 


Selbst fiir Niere betrigt der gefundene Gehalt an freiem Nicotin- 
siureamid nur etwa 1/, des aus dem Codehydrase-Gehalt errech- 
neten Wertes fiir gebundenes Nicotinsiureamid. Die Vermutung 
liegt nahe, daB das freie Nicotinsiureamid auf eine Spaltung der 
Codehydrasen wihrend des Versuches zuriickzufiihren ist. 


2. Ratten 


Arbeitsbedingungen wie unter 1. ieee 


a) 100 g Rattenkérper (ohne Fell und Pfoten) je Nicotinsfiureamid 

nach Arbeitsbedingungen. . . «+ + 125—500 yx (frei) 
b) Nach Totalhydrolyse, Enteiw eiBen t u. Extraktion 1000 y (total) 
c) Cozymasebestimmung im Kochsaft: 10000 y, 


RS KH 1840 


Der Wert von Versuch b) bleibt betrachtlich hinter dem von ¢) 
zuriick, was das Auftreten von Verlusten bei der Aufarbeitung 
beweist. Auch durch diesen Versuch ist bewiesen, dab durch den 
Codehydrasetest, sogar wenn er sich auf Cozymase beschrinkt, 
ein besseres Bild iiber den Nicotinsiureamid-Gehalt des Organismus 
gewonnen wird als durch Hydrolyse und Bestimmung des totalen 
Nicotinsiiureamid. 
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Um zu priifen, welche Verluste an Nicotinsiiureamid wahrend 
der Aufarbeitung eines Kochsaftes und Vorbereitung zur colori- 
metrischen Bestimmung auftreten kénnen, wurden 20 mg Nicotin- 
siureamid zu einem Gemisch von 100 g zerkleinertem Rattenfleisch 
und 100 ccm Wasser gegeben, aufgekocht und mit der erhaltenen 
Liésung die oben beschriebenen Aufarbeitungsprozeduren durch- 
gefiihrt (KiweiBfallung nach Schenck, Alkoholfallung von Begleit- 
stoffen, Extraktion). Es wurden 80°/, der eingesetzten Menge an 
Nicotinsiiureamid wiedergefunden (Blindwert abgezogen). 

Die vorstehenden Versuche machen es sehr wahrscheinlich, 
da8 der Organismus Nicotinsiureamid nicht als solches speichert, 
sondern es zum Aufbau der Codehydrasen verwertet und ein 
Uberangebot ausscheidet oder in einer mit den gegenwirtigen 
analytischen Methoden noch nicht erfaBbaren Reserveform speichert. 

Um einen tieferen Einblick in die Bilanzverhiltnisse zu er- 
halten, haben wir Nicotinsiureamid an Ratten verfiittert und 
einerseits die Ausscheidung desselben mit dem Harn verfolgt, 
andererseits gepriift, ob durch langeres Verfiittern von Nicotin- 
siureamid der Kérper reicher an Codehydrasen wird. Im Harn 
wird keine Cozymase ausgeschieden, das iiberschiissige Nicotin- 
siiureamid wird als solches oder methyliert ausgeschieden, Cozymase 
wird vor der Ausscheidung gespalten und das entstandene Nicotin- 
siureamid z. T. methyliert. 

Versuche an Ratten: Rattenharn wurde filtriert und bei 
alkalischer Reaktion das Nicotinsiureamid extrahiert. 

a) 86 ccm enthielten 50 y Nicotinsiureamid 
b) 57 cem enthielten 130 y Nicotinsiureamid. 

Wenn kein erheblicher Uberschu8 an Nicotinsiureamid in 
der Kost vorhanden ist, erfolgt die Ausscheidung vorwiegend in 
methylierter Form, die durch die Farbreaktion nicht erfabBt wird. 
Bei einem Uberangebot findet man dagegen im Harn reichlich 
Nicotinsiureamid. 

c) 12 Ratten erhielten je 10 mg Nicotinsiureamid. Wahrend 
der niichsten 24 Stunden lieferten sie 70 ccm Harn. Darin ge- 
funden: 28,2 mg Nicotinsiureamid. 

Kin Vergleich des Cozymase- und Nicotinsiureamid-Gehaltes 
solcher Ratten, an die Nicotinsiureamid verfiittert war, mit Normal- 
tieren des gleichen Wurfes ergab keine Erhéhung des Cozymase- 
Gehaltes der ersteren. Dagegen wurde eine betrachtliche Menge 
freies Nicotinsiureamid nach Entfernen des Verdauungstraktes im 
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Gesamtorganismus festgestellt. Hieriiber soll demnachst eingehender 


berichtet werden. 
Aus dem Codehydrase-Gehalt einiger Rattenorgane lassen 
sich folgende Werte fiir Nicotinsiiureamid berechnen: 











Material Nicotinsiureamid/Gramm 














Rattenleber ....... 45 ¥ 
Rattemniere ....... 85 7 
re 35 ¥ 
Rattenblut. . . . . oe 15 y cem 
Ratrenmuskel. ..... . 40—45 7 
Rattenk6érper (total). . .. 20 7 
Jensensarkom ...... 40 7 


Wie schon auf S. 213 erwihnt wurde, liegen die wahren 
Werte fiir den Codehydrase-Gehalt der Organe wahrscheinlich 
20—40°/, héher. Dementsprechend stellen die hier wiedergegebenen 
Zahlen Minimalwerte dar. 


Nicotinsaureamid in Biackerhefe 


Nicotinsiureamid spielt in Mikroorganismen die Rolle eines 
Wachstumstaktors (Knight”); Lwoff u.a.). Die Frage, wie diese 
Wachstumswirkung mit der Bildung von Nicotinsiureamid-Nucleo- 
tiden und -Dinucleotiden zusammenhingt, erschien uns von wesent- 
lichem Interesse, und wir sind seit einiger Zeit damit beschiftigt, 
den Nicotinsiureamid-Gehalt in Hefen zu bestimmen. Im folgenden 
geben wir einige Messungen an, die an Bickerhefe angestellt wurden. 

Backerhefe wurde extrahiert und der Kochsaft nach Vor- 
behandlung entsprechend den vorstehenden Versuchen auf freies 
Nicotinsiureamid untersucht. 

In 100 g Bickerhefe gefunden: 

a) 400 y N:cotinsiareamid (frei) 
b) 480 y Nicotinsiureamid (frei) 

Kochsaft aus 100 g Bickerhefe enth. 230 mg Cozymase; 

Nicotinséureamid daraus ber.: 42)0u 7 


_ Das im Backerhefekochsaft gefundene freie Nicotinsiureamid 
ist zweifellos auf eine Spaltung von Codehydrase [ und II wihrend 
der Bereitung des Kochsaftes zuriickzufiihren. 

Aus dem Codehydrase-Gehalt errechnet sich: 


In 100 g Oberhefe R (Bickerhefe) . . 40000 Nicotinsiureamid 
In 100g Porterhefe. ........ 70000 y Nicotinsiureamid. 


%) Knight, Biochemic. J. 31, 371 (1937). 
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Colorimetrische Bestimmung von Nicotinsaureamid 


Wir haben zur colorimetrischen Bestimmung von Nicotin- 
siureamid zuriickgegriffen auf eine zuerst von Kulikow und 
Krestowosd wigenskaja?!) beschriebene Farbenreaktion, welche 
eintritt, wenn der Pyridinring durch BrCN gesprengt wird und 
die Produkte mit aromatischen Aminen reagieren. 

Bei den in dieser Arbeit ausgefiihrten Bestimmungen haben 
wir die von L. Barta??) ausgearbeitete Modifikation der Kulikow- 
schen Methode mit einigen Abweichungen verwendet. 

Ein qualitativer Versuch ergab, daB bei Behandlung von 
Nicotinsiureamid (Nsa) und Nicotinsiure (Ns) mit BrCN und 
Aminen eine gelbe Farbung auftritt, die etwa 10mal schwiacher 
ist als die, welche mit Pyridin erhalten wird. Ns und Nsa unter- 
scheiden sich untereinander nicht durch die Farbstirke der Reaktion. 

In den friiheren Untersuchungen warden die Pyridinderivate 
durch Amylalkohol ausgeschiittelt. Da dieser oft kleine Mengen 
Pyridin enthalt, haben wir denselben durch Butylalkohol ersetzt. 

Verwendet man als Amin das #-Naphthylamin, so erhilt man 
mit Nsa einen gelben Farbstoff. Die Extinktionskurve desselben 
zeigt, daB das Maximum bei etwa 445 my liegt. 

Wir haben also in folgender Weise gearbeitet: 

Verwendet wurden 

1. Bromcyanlésung, hergestellt durch tropfenweise Zugabe 
von 1°/,iger frischer KCN-Lésung zu gesittigtem Bromwasser bis 
zur Entfirbung; Verdiinnen auf das 5fache Volumen. 

2. 0,2°/,ige alkoholische Lésung von #-Naphthylamin-chlor- 
hydrat. 

Zu 10 ccm der das Nsa enthaltenden Lésung gibt man unter 
kriftigem Schiitteln 1 cem BrCN und setzt sofort 5 com Amin- 
lisung zu. Nach 2 Stunden wird die Farbstoffkonzentration im 
Photometer gemessen. In einem derartigen Ansatz kann man 
Nsa-Mengen zwischen 0,1 und 10 mg bestimmen. Die Extinktion 
ist zwar der Konzentration nicht direkt proportional, jedoch erhalt 
man eine ziemlich geradlinige Kurve. 

EKinflu8 von Salzen auf die Farbreaktion. Sind Salze in 
den zu untersuchenden Lisungen vorhanden, so wird die Farbstirke 
verindert. Natriumchlorid und Ammoniumchlorid verindern selbst 


*1) Kulikow u. Mitarb., Z. anal. Chem. 79, 452 (1930). 
*) Barta, Biochem. Z. 277, 412 (1935). 
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in ziemlich hoher Konzentration die Farbstarke um nicht mehr | 
als 10°/.; Sulfate stéren wegen Bildung eines schwerldslichen | 


lo» 
f-Naphthylamin-Sulfats; Natriumacetat verhindert das Entstehen 


der Farbung fast véllig; dieselbe ist von der Aciditaét der Lésung 
in erheblichem Grade abhingig. 


Farbige, Nsa-haltige Extrakte miissen vor Ausfiihrung der | 


f-Naphthylaminprobe entfarbt werden. Am geeignetsten hat es 
sich erwiesen, das Nsa aus solchen Extrakten mit Butylalkohol 
zu extrahieren. Arbeitet man hierbei mit einem Extraktions- 
apparat, so laBt sich innerhalb von 6 Stunden alles Nsa in Butyl- 
alkohol iiberfiihren. Der Butylalkohol wird dann abdestilliert, der 
Riickstand mit Wasser aufgenommen. Man gewinnt hierbei auch 
den Vorteil, daB man salzarme Lésungen erhilt. 

Ist nach 6stiindiger Extraktion im Fliissigkeitsextraktions- 
apparat ein Teil der gelb gefarbten Verunreinigungen des Organ- 
extraktes in den Butylalkohol iibergegangen, so ist auch die wib- 
rige Lisung, die man nach Abdestillieren des Butylalkohols und 
Aufnehmen des Trockenriickstandes mit Wasser erhalt, gelb ge- 
firbt, was bei der optischen Messung stért. Zur Korrektion mibt 
man dann nicht gegen Wasser-Bromcyan-f-Naphthylamin, sondern 
gegen eine Blindprobe, die ebensoviel von dem gefarbten Extrakt 
aber kein Bromcyan enthilt. 

Wenn méglich, ist natiirlich eine Entfirbung der Lésung 
diesem Verfahren vorzuziehen. Eine groBbe Zahl der iiblichen 
Adsorptions- und Klirungsmittel adsorbieren Nicotinsiureamid, 
weshalb man sich iiberzeugen mub, dab keine Verluste durch diese 
Behandlung auftreten. Tierkohle adsorbierte je nach Herkuntt 
Nicotinsiureamid teilweise oder vollstindig. Fullererde adsor- 
bierte im allgemeinen nicht, Frankonit teilweise. Die Wahl 
des Klarungsmittels diirfte sich nach der Herkunft des Extraktes 
richten. 

Spezifitit der Farbreaktion. Bei,der Priifung auf Nsa 
in Organextrakten muB natiirlich sichergestellt werden, daB keine 
anderen Stoffe Farbungen bedingen. Folgende Stoffe wurden in 
dieser Hinsicht untersucht: 


Adenin Asparagin Prolin 
Adenylsaure Tyrosin Xanthin 
Kreatin Glykokoll Guanin 
Harnstoff Alanin Leucylglycin 


Harnsiure Phenylalanin 
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Mit keinem dieser Stoffe trat innerhalb 6 Stunden eine Fir- 
bung ein. DaB keine Hemmung durch diese Substanzen vorliegt, 
wurde dadurch erwiesen, da8 Zugabe von Nsa in allen Lisungen 
die gleiche Farbe hervorrief. 

Besonders bemerkenswert ist fiir unsere Versuche der Nach- 
weis folgender T'atsachen: 

Pyridinderivate, in welchen der Stickstoff in 5wertigem Zu- 
stand vorliegt — sei es, daB er Radikale oder Wasserstoff gebunden 
hat — werden durch BrCN offenbar nicht gesprengt, so daB die 
Bildung eines Farbstoffes unterbleibt. Cozymase reagiert also 
nicht mit BrCN und f-Naphthylamin, ebensowenig Dihydro-co- 
zymase, N-Glucosido-pyridinium-bromid*) und das 3wertigen N 
enthaltende N-Tetracetyl-glucosido-dihydro-nicotinsiureamid. Auch 
mit der Verbindung aus Nsa + Acetobromglucose erhielten wir 
keine Farbenreaktion. 

Die Fehlergrenze betrigt 10—20°/, bei Serienversuchen an 
einem und demselben Objekt unter Heranziehung von Vergleichs- 
versuchen (bzgl. Salzkonzentration, p, u. dgl.). Bei 1maligem 
Versuch mit einer Lésung, die stark verunreinigt ist, kommt der 
Probe nur der Wert eines qualitativen und héchstens halbquanti- 
tativen Testes zu. 

Die verwendete colorimetrische Methodik gestattet also, 
Nicotinsiure und Nicotinsiiureamid neben den Codehydrasen I 
und II mit oben angegebener Genauigkeit zu bestimmen. 

Zu der S. 225 angegebenen Methodik der colorimetrischen 
Nicotinsaéureamidbestimmung geben wir im folgenden die Eich- 
kurve an. Die Messungen sind ausgefiihrt im Zeiss-Stufenphoto- 
meter. Lange der Kiivette 1—3 cm, Filter S47 oder S43. Zu- 
sammensetzung der Lésungen vgl. 8. 225. 

Diese colorimetrische Methode liBt sich fiir wesentlich kleinere 
Mengen Nicotinsiureamid verwenden, wenn mit dem Leitz-Photo- 
meter gearbeitet wird, da bei diesem Instrument wegen der be- 
sonderen Kiivettenkonstruktion das Volumen der zu untersuchenden 
Lisung auf !/, vermindert werden kann. 

Ks empfiehlt sich, bei jeder Mebreihe eine Serie von ein- 
gewogenen Nicotinsiureamidproben gleichzeitig zu bestimmen, da 
die Entwicklung der Farbintensitét von der Temperatur und ins- 
besondere von der Beschaffenheit der Bromcyanlésung abhingig ist. 


i Herrn Prof. P. Karrer danken wir auch hier bestens fiir die freund- 
liche Uberlassung dieser Priparate. 
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Von M. Swaminathan?’) wurde eine Bestimmungsmethode 
fiir Nicotinsiureamid vor kurzem angegeben, die nach der Vor- 
schrift von Strafford‘) ausgefiihrt wird. Auf die Bestimmung und 
das Verhalten der Codehydrasen wurde jedoch bei dieser Unter- 
suchung keine Riicksicht genommen. 
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Fig. 3 
Colorimetrische Bestimmung von Nicotinsiureamid 
Kiivettenlinge 1 cm Kurve I: Filter S 43 Kurve ITI: Filter $ 47 


Neuerdings haben Karrer und Keller?5) sowie Vilter, 
Spies und Mathews**) eine Farbenreaktion auf Nicotinsdure- 
amid und Nicotinséiure angegeben. Beim Verschmelzen mit 2,4-Di- 
nitrochlorbenzol und Zugabe von alkoholischem Alkali entsteht 
eine rote Farbung. Es war uns aber nicht médglich, nach der 
Vorschrift der amerikanischen Autoren Harn zu untersuchen, da 
der Harnstoff das Entstehen der Schmelze mit 2,4-Dinitrochlor- 
benzol verhindert. Eine vorhergehende Extraktion des Nicotin- 
siureamids mit Butylalkohol ist unumginglich. Doch ist es z. B. 
nicht méglich, Cozymase und freies Nicotinsiureamid bei dieser 
Reaktion auseinander zu halten, da aus Cozymase etwa die Hilfte 
des Nicotinsiiureamid bei der Schmelze abgespalten wird. 

23) M. Swaminathan, Nature 141, 830 (1938). 

*) Strafford, Parry u. Jones, Analyst 58, 380 (19383). 


25) Karrer u. Keller, Helvet. chim. Acta 21, 463, 1170 (1938). 
*®) Vilter, Spies u. Mathews, J. of Biol. Chem. 125, 85 (1938). 
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Zur Kenntnis des Diaphorase-Vorkommens im Blut 
und in Augenlinsen 
Von 
Hans vy. Euler und Gunnar Giinther 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. November 1938) 


Dihydro-cozymase kann zwar durch Flavinenzym oxydiert 
werden, man mu8 aber nunmehr annelimen, dab im Muskel (wie 
auch in anderen Organen) an diesem wichtigen Oxydationsvorgang 
ein anderes Enzym beteiligt ist, welches wir Diaphorase 
genannt haben!) Green und Dewan’), welche dieses Enzym 
unabhingig von uns fanden, bezeichnen es als ,coenzyme factor“ 
Diaphorase ist abgegrenzt vom Enzym der Lactoflavinphosphorsaéure 
dadurch, daB sie nicht direkt auf Sauerstoff wirkt, sondern erst 
durch Zwischenschaltung von Cytochrom oder eines Farbstoffes 
wie Methylenblau. Diaphorase ist ferner gegen Flavinenzym 
dadurch charakterisiert, daB sie unter den von uns eingehaltenen 
Bedingungen Dihydro-cozymase oxydiert, nicht aber Dihydro- 
codehydrase II. Diaphorase wurde in diesem Institut in folgenden 
Organen nachgewiesen °): 


Herzmuskel (Rind) Ovarien (Schwein) 
Skelettmuskel (Rind) Schilddriise 
Gehirn Placenta (Mensch) 
Niere (Schwein) Darm (Rind) 
Hypophyse 


In Lunge, Milz und Jensen-Sarkom der Ratte findet sich 
Diaphorase nur in ganz kleinen Mengen. Fiir die Mehrzahl dieser 
Organe steht die Abgrenzung gegeniiber dem Neoflavinenzym von 
Haas noch aus‘), 


4 


1) Adler, Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, 
Nr. 38 (1937); vgl. auch Adler, Euler u. Giinther, Sv. Vet. Akad. Arkiv 
f. Kemi 12 B, Nr. 54 (1988). 

?) Dewan u. Green, Nature (Brit.) 140, 1097 (1987); Green, Need- 
ham u. Dewan, Biochemie. J. 31, 2327 (1937). 

*) Euler u. Hellstrém, Diese Z. 252, 31 (1938); Euler u. Hasse, 
Naturw. 26, 187 (1938). 
*) Haas, Biochem. Z. 298, 378 (1988). 
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Die Frage, mit welchen Enzymsystemen die Diaphorase im 
Tierkérper verkniipft ist — in der Regel handelt es sich um das 
C,-System Szent-Gyérgyis — hat die diesbeziigliche Unter- 
suchung zweier weiterer Organe veranlaBt, nimlich der roten 
Blutzellen und der Augenlinsen. 


Diaphorase im Rattenblut 


Der Diaphorase-Gehalt des Blutes hat uns besonders inter- 
essiert in Riicksicht auf eine friihere Untersuchung von Zeile 
und Euler!) in welcher 1931 gezeigt worden war, da8 ein von 
dem damals bekannten Atmungsstofi verschiedener Atmungs- 
katalysator in roten Blutzellen oxydoreduktiv wirksam ist. 

Zum Nachweis der Diaphorase mubte eine Trennung von 
anderen Blutbestandteilen vorgenommen werden. Rattenblut hat 
sich dazu recht geeignet erwiesen, jedenfalls besser als Pferdeblut, 
aus welchem das Hamoglobin sehr viel langsamer ausfallt. Das 
Verfahren war folgendes: 

Das defibrinierte Biut wurde stark zentrifugiert und dadureh das 
Serum abgeschieden. Die roten Blutkérperchen wurden mit 1°/,iger Koch- 
salzlésung gewaschen und abzentrifugiert. Sie wurden hiernach mit dem 
urspriinglichen Volumen des Wassers versetzt und in den Kilteschrank 
gestellt. Nach kurzer Zeit begann das Oxyhimoglobin in feinen Nadeln 
auszukrystallisieren. Nach Verlauf einer Nacht wurde die Masse abzentri- 
fugiert, die Fliissigkeitsschicht aufbewahrt und die Krystallmasse in der 
Zentrifuge mit schwach alkalischer Pufferlésung (py = 17,2) gewaschen. Die 
vereinigten stark rot gefiirbten Zentrifugate wurden spektrophotometrisch 
auf Diaphorase-Wirkung gepriift. Das Enzym reoxydierte die Dihydro- 
cozymase in Gegenwart von Methylenblau rascher als in Abwesenheit dieses 
Farbstoffes. 

Bei der spektrophotometrischen Priifung konnten wegen 
der hohen Eigen-Extinktion des Enzyms nur sehr kleine Mengen 
derselben zur Anwendung kommen. Im sichtbaren Teil des 
Spektrums zeigt Diaphorase keine Absorption, was in Riicksicht 
auf evtl. anwesende Porphyrine untersucht wurde. Im Ultraviolett 
liegt nach Hellstrém ein Absorptionsmaximum bei 280 mu; 
dieses fallt ins EKiweifgebiet. 

Die Thunberg-Methodik lief sich nicht direkt anwenden, 
sondern erst nach Reinigung der Enzymlésungen, da bei den 
Konzentrationsverhiltnissen, die eingehalten werden miissen, das 
Himoglobin mit Methylenblau reagiert, was die Erkennung der 
Entfirbungszeiten unméglich macht. Um dieses Hindernis zu 


') Zeile u. Euler, Diese Z. 195, 35 (1931). 
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beseitigen, wurde das Zentrifugat mit dem halben Volumen ge- 
sittigter Ammoniumsulfatlésung versetzt, die Fallung wurde ab- 
zentrifugiert und in sehr verdiinuter Ammoniaklésung aufgenommen; 
das gleiche Verfahren wurde 3mal wiederholt, bis es gelang, das 
Himoglobin zu entfernen. 

Die so gereinigte Blutdiaphorase wurde auf ihre Wirksamkeit 
sowohl im Thunberg-Versuch als auch spektrophotometrisch 
untersucht. Das Ergebnis war in beiden Fallen positiv. 

2 mg/eem Dihydro-cozymase. In jeder Réhre 0,25 eem 0,02°/,ige 
Methylenblaulésung + 0,25 cem 0,5 m- PO,- Puffer, py=17,2. Die Dihydro- 
cozymase befindet sich im Einsatzrohr und wird also erst nach Evakuieren 
der Thunberg-Rohre der iibrigen Mischung zugesetzt. 














Entfirbungszeit 
ig oe « 

Lusiitze Minuten 
0,25 cem CoH, + gereinigtes Blutenzym 0,25 ccm . . 15 
er 6 a oe eS ee 50 


Der spektrophotometrisch angestellte Versuch wird durch die 
Fig. 1 und 2 beschrieben. Aus denselben geht hervor, daf die 
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Fig. I Fig. 2 


Oxydation der Dihydro-cozymase Versuch mit Dihydro-codehydrase II 
Vig. 1. 9,15 cem Dihydro-cozymase-Loésung 
1,0 cem Pufferlésung, py = 7,2 
0,25 cem gereinigte Diaphorase Kurve I 
3,5 eccem Wasser 
0,1 cem Mb-Lésung (1: 1000 m) nach 12 Minuten 
Der entsprechende Ansatz ohne Enzym (Kurve II) 
Fig. 2. 4,0 cem Dihydro-codehydrase II-Lésung, py = 7,2 
(reduziert mit Hydrosulfit) ) 
0,25 eem gereinigte Diaphorase Kurve I 
0,65 ccm Wasser 
0,1 ceem Mb-Loésung (1:1000 m) nach 10 Minuten 
Der entsprechende Ansatz ohne Enzym (Kurve II) 


Dihydro - codehydrase II nicht oder héchstens ganz wenig an- 
gegriffen wird. 

Auch nach der Thunberg-Methodik wurde im Robison- 
estersystem (Zusatz von Codehydrase II) die Blutenzymlésung 
gepriift. 
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In jeder Rohre: 0,25 cem 0,02 °/,ige Mb-Lésung + 0,2 cem 0,5 m-PO,- 
Puffer-Lésung py = 7,2 + 0,15 cem Codehydrase-Lésung II (100 mg/ecm) 
+ 0,2 ccm Hexosemonophosphat-Lésung 10 mg/cem + 0,1 ecm Hexose- 
monophosphat-Debydrase. Wasser auf 1,4 ccm. 




















a Entf arbungszeit 
Zusitze Minuten 
es a 20 
0,25 ccm gereinigte Blutdiaphorase ........ 23 
Fiavinenzymlésung (etwa 0,1 y Flavin). ...... 5 


Wie der Versuch zeigt, ruft der Zusatz unserer Blutenzym- 
lésung (Blutdiaphorase) im Robisonester-System keine Verminde- 
rung der Entfirbungszeit hervor, vielmehr eine (unbedeutende) 
Hemmung. Zusatz von Flavinenzym (welches bekanntlich nicht 
Codehydrase - spezifisch ist) bewirkt auch in diesem System eine 
rasche Entfarbung. 

Nun ist zur Beurteilung einer Diaphorase-Wirkung in roten 
Blutzellen bemerkenswert, daB, wie Messungen von Adler ge- 
zeigt haben’), im Blut sehr wenig Flavin bzw. Flavinenzym vor- 
handen ist. 

In diesem Zusammenhang sei erwihnt, daB von den Kon- 
zentrationen der Komponenten der Dehydrase-Systeme im Blut 
die Konzentration der Codehydrasen am besten bekannt ist. Be- 
reits 1926 wurde von Euler und Nilsson?) und bald darauf von 
Virtanen der Cozymasegehalt des Blutes bzw. der roten Blut- 
zellen gemessen. Wir erhielten den Wert 0,2 mg/g Blutzellen. 
Hinsichtlich der Codehydrase II liegen quantitative Bestimmungen 
nicht vor. Aus der Literatur ist zu ersehen, daB der Gehalt 
der roten Blutzellen auch an dieser Codebydrase erheblich sein 
muB und etwa dem Gehalt der Hefe entspricht. Das Verhiltnis 
CoH,:Co wird an Pferdeblutzellen gegenwirtig gepriift. 

Uber den Cytochromgehalt des Blutes liegen auffallender- 
weise keine definitiven Bestimmungen vor. Zu erwihnen ist, dab 
nach Coolidge*) Cozymase mit Cytochromoxydase—Cytochrom 
einen Komplex bildet. 

Oxydo-Reduktion in Augenlinsen 
Der oxydo-reduktive Umsatz (Atmung, Glykolyse) der Augen- 


linsen ist sehr erheblich (Mashino, Ahlgren, Cacio, M. Gold- 
schmidt, Adams u.a.). Es war daher von Interesse Linsen 


!) Euler u. Adler, Diese Z. 223, 105 (1983/34). 
*) Euler u. Nilsson, Diese Z. 162, 63 (1926). 
5) Coolidge, J. of Biol. Chem. 123, 451 (1933). 
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auf Diaphorase zu priifen. VeranlaBt wurden diese Versuche 
auch durch die Erwigung, daB die Linsen frei von Cytochrom 
zu sein scheinen. Der Cozymase-Gehalt ist indessen sehr hoch. 


20g herauspriparierte frische Augenlinsen vom Rind wurden mit 
gewaschenem Seesand und mit 30 cem einer ‘/,, m-Phosphatpufferlésung, 
pyr = 7,2, 15 Minuten lang verrieben und die Masse im Kiihlschrank 2 Stunden 
stehen gelassen. Der Sand wurde abzentrifugiert und die dicke klebrige 
Lisung im Thunberg-Versuch auf Diaphorase gepriift. Die Versuche 
wurden durch die Triibung der Lésung erschwert, so dal die Entfiérbungs- 
zeiten mit einiger Unsicherheit behaftet sind. 


CoH, 2 mg/cem; Mb 1: 5000; 0,5 m-Phosphatpuffer py = 7,2. 




















CoH, Enzym Mb Phosphat H,O Entfiirbungszeit 
cem ecm ecm ecm ecm Minuten 
0,25 0,2 0,25 0,25 0.55 <60 >175 
0,25 0,1 0,25 0,25 0,65 <60 >15 
0,25 0,05 0,25 0,25 0,70 68 

0,25 = 0,25 0,25 0,75 65 

02 | 02% | 025 | 025 | 0,55 4 


*) Hefediaphorasepriiparat. 


Diesem Versuch zufolge enthalten die Linsen, in welchen 
cleichzeitig das Cytochrom-System fehlt (nach Messungen von 


tiellstrém), keine mit obiger Methodik nachweisbare Menge 
Diaphorase. 

Ob Menge und Wirkung von Diaphorase einerseits und 
Cytochrom andererseits allgemein parallel gehen, bleibt weiter zu 
untersuchen. Jedenfalls ist aus unseren Zahlen der Schlub zu 
zichen, daB die Linsen ein hinsichtlich der Sauerstoffiibertragung 
besonderes Enzym- bzw. Katalysatorsystem besitzen. Der 
Versuch liegt nahe, diese Besonderheit zu verkniipfen mit einer 
lriher von Ahlgren') gefundenen Tatsache, dab Linsen zwar 
die Dehydrasen der Apfelsiiure, Milchsiiure, Citronensiiure [Iso- 
citronensiiure *)], Glycerinphosphorsiiure?) und Fumarase besitzen, 
daB aber Succinodehydrase in den Linsen fehlt. 

DaB Linsen Robisonester-dehydrase enthalten, deren Co-Enzym 
mit unseren Diaphorasen ebenfalls nicht in Reaktion tritt, sowie 
lriosephosphatdehydrase, wurde kiirzlich hier ermittelt (Hell- 
strém, Schlenk). 


) Ahlgren, Acta ophthalm. (Diin.) 5 (1927); Skand. Arch. Physiol. 
+4, 196 (1923). 
*) Wir danken Herrn Prof. P. Karrer fiir die freundliche Uberlassung. 
*) Davis u. Quastel, Biochemic. J. 26, 1672 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVI. 16 
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Cozymase ist Substrat der Diaphorase, kann aber — in ge- 
wissem Sinne — als Co-Enzym derselben aufgefaBt werden, wobei 
ihre Affinitatsverhiltnisse in Betracht kommen. Man kann sich 
vorstellen, daB die an eine Apodelydrase gebundene Cozymase 
nach ihrer Hydrierung in Zusammenhang mit der Diaphorase 
ihren Wasserstoff an ein Substrat wieder abgibt. 

Es bleibt naher zu untersuchen, wie die Diaphorase in einem 
System wirksam ist, welches kein anderes, Cozymase-gebundenes 
Apo-Enzym enthilt. 

Der Cozymase-Gehalt der Rinderlinsen betriigt nach einer 
friiheren Messung (G. Giinther) 0,12 mg/g. 

Geht man von der Tatsache aus, daB Augenlinsen kein Cyto- 
chrom enthalten und erinnert sich daran, daB in den Linsen 
Flavinenzym nicht mit Sicherheit nachgewiesen und in denselben 
wohl nicht vorhanden ist'), so ist zu fragen, ob die Oxydation 
der Dihydro-cozymase in den Augenlinsen auf einem vom Flavin- 
enzym- und vom Diaphorase—Cytochrom-System verschiedenen, also 
auf einem dritten reaktionskinetisch noch unbekannten Weg verlautt. 

Als Katalysatoren kommen Ascorbinséure und Ascorbinsiure- 
Oxydase sowie Glutathion zunacht in Betracht. 

Zu beriicksichtigen bleibt, daB die Oxydo-Reduktionsvorginge 
in der Linse, wie schon mehrfach betont, in enger Beziehung 
stehen zu denjenigen im Glaskérper und im Kammerwasser, welche 
bekanntlich beide Ascorbinsiure enthalten (Harris, H. K. Miller 
und Buschke, F. P. Fischer). 

Auf den hohen Gehalt der Augenlinsen an Ascorbinsiure 
haben etwa gleichzeitig Birch und Dann?) sowie B. und 
H. v. Euler’) aufmerksam gemacht. 

In Rinderaugenlinsen fanden Euler und Malmberg’) rund 
0,4 mg Ascorbinsiure pro Gramm Rinderlinse. Wie H K. Miller‘ 
fanden wir in jungen Tieren den Ascorbinsiure-Gehalt der Linsen 
stets wesentlich héher als in dlteren’). — In Ratten fanden wir 


1) F. P. Fischer hat (Brit. med. J. 1934, I, 77b und Arch. Augenhk. 
108, 544 (1933/34); 109, 468 (1935 36)] die Fluorescenz der Linsen auf die 
Anwesenheit von Vitamin B, zuriickgefiihrt. Ein direkter einwandfreier 
Nachweis fiir das Vorkommen von Flavin oder Flavinenzym in den Augen- 
linsen ist aber nicht gefiihrt worden [Arch. Augenhk. 108, 544 (1934)). 

2) Birch u. Dann, Nature 131, 459 (1933); Biochemic. J. 28, 638 (1934). 

8) B. u. H. von Euler, Sv. Kem. Tidskr. 45, 173 (1988); H. von Euler, 
Sv. Vet. Akad. Arkiv. f. Kemi 11 B, Nr. 18 (1933); Euler u. Malmberg, 
Diese Z. 230, 225 (1934); Arch. Augenhk. 109, 225 (1985). 

*) K. Miller, Klin. Wschr. 13, 21 (1984). 
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einen auffallend kleinen Ascorbinsiure-Gehalt der Augenlinsen, 
nimlich 0,02 mg/g Linse. 

Was das Glutathion betrifft, so hatte Tunnicliffe') zur Be- 
stimmung des Glutathions in den Linsen eine Jodtitration benutzt. 
Mit dieser Methode und mit Verbesserungen derselben haben dann 
Michail und Vansea, Bierich und Kalle, Moncorps und 
R. Schmidt quantitative Glutathionsbestimmungen in den Linsen 
vorgenommen. Auf die Existenz eines in den Augenlinsen vor- 
handenen Enzymsystems, welches das Gleichgewicht zwischen 
Cystin und Cystein bzw. der SS-Form und der SH-Form des 
Glutathions mit zeitlich meBbarer Geschwindigkeit regelt, haben 
schon Euler und Martius?) hingewiesen. 

Glutathion und Cystein sind zum grofen Teil in der Linse 
nicht frei, sondern gebunden vorhanden, und zwar wird die Nitro- 
hee sana der Linsen besonders durch das £#- Krystallin 
\C. Th. Mérner, Jess) veranlaBt, dessen Enzym-Charakter (Robison- 
ester— Delipdvenc: Triosephosphatdehydrase) noch zu priifen ist. 

Die katalytische .Wirkung des Glutathions scheint in anderen 
Killen mit derjenigen der Succinodehydrase verkniipft zu sein. 
Hellstrém’) hat schon die Vermutung ausgesprochen, da8 die 
Succinodehydrase eine SS- oder SH-Gruppe enthalt. In dieser 
Hinsicht sei daran erinnert, daB Euler und Hellstrém‘) be- 
sonders durch das Studium der Hinwirkung von Ferricyankalium 
und von Hyposulfit zum Ergebnis gekommen sind, daB in der 
Succinodehydrase eine reversibel oxydierbare SH-Gruppe vor- 
handen ist und zur Wirkung kommt. Dehydroascorbinsaure wird 
durch viele Thiolverbindungen reduziert. 

Wie von Euler und Hellstrém‘) kiirzlich betont wurde, 
sind SH-Gruppen in den letzten Jahren in mehreren proteo- 
lytischen Enzymen vermutet bzw. nachgewiesen worden (Bersin, 
Sumner). Bemerkenswert ist auch der Nachweis von Hopkins 
und Morgan), daB die Aktivitét der Succinodehydrase durch 
lingere Einwirkung von SH-Glutathion gesteigert wird und dab 
zwischen Enzym und Glutathion ein Gleichgewicht besteht. 


1) Tunnicliffe, Biochemie. J. 19, 194 (1925). 

*) Euler u. Martius, Diese Z. 222, 65 (1933). 

5) Hellstrom, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 12 B, Nr. 87 (1937). 

4) Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Arkiv f. Kemi 13B, Nr. 1 
(1938); Diese Z. 255, 159 (1938). 

8) Hopkins u. Morgan, Biochemie. J. 32, 611 (1938); Morgan u. 
'riedemann, ebenda 32, 733 (1938). 


16* 





236 


Ist eft-allo-Pregnanolon-(3,20) ein androgener Wirkstoff 
der Pregnan-Gruppe? 
Von 


Adolf Butenandt und Alex Heusner 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie, Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1938) 


Zur ,Pregnan-Gruppe* fassen wir die sauerstoffhaltigen 
Derivate der Steroid-Kohlenwasserstoffe Pregnan (I) und aillo- 


Pregnan (II) C,,H,, zusammen. Die zahlreichen Vertreter dieser 


Gruppe haben durch die Untersuchung der Inhaltsstoffe des Gelb- 
kérpers’), der Nebenniere*) und des Schwangerenharns*) groBe 
physiologische Bedeutung gewonnen. Unter ihnen befindet sich 
das Schwangerschaftshormon Progesteron (III)') und das bisher 
wirksamste Nebennieren-Inkret Desoxy-corticosteron (21-Oxy- 
progesteron) (IV)*). 

Die ’uBerst nahe chemische Verwandtschaft der beiden physio- 
logisch so verschiedenartig wirkenden Hormone des Corpus luteum 
und der Nebennierenrinde ist ein Ausdruck fiir eine relativ hohe 
Wirkungsspezifitat innerhalb der Pregnan-Gruppe. Verglichen mit 
der auffallend geringen Spezifitit der oestrogenen (Follikelhormon-) 
Wirkung tritt bei den Vertretern der Pregnan-Gruppe die Ab- 
hingigkeit der Wirksamkeit von der Konstitution deutlich zutage. 
ErwartungsgemiB wurden daher auch in friiher durchgefihrten 
Untersuchungen unseres Arbeitskreises unter den natiirlichen Ver- 
tretern der Pregnan-Gruppe — trotz ihrer nahen konstitutionellen 
Beziehungen zur Androsteron- oder Oestron-Gruppe — keine 
androgen oder oestrogen wirksamen Verbindungen aufgefunden. 

Im Jahre 1937 teilten nun R. KE. Marker und Mitarbeiter’) 
den iiberraschenden Befund mit, daB sie im epi-allo-Pregnan- 
olon-(3,20) (V) einen Vertieter der Pregnan-Gruppe mit hoher 


1) Zusammenfassung: U. Westphal, Erg. Physiol. 37, 273 (1935). 

*) Zusammenfessung: T. Reichstein, Erg. d. Vitamin- u. Hormon- 
forschung 1, 334 (1938). 

5) Zusammenfassung: R. E. Marker, J. Amer. Chem. Soc. 60, 1725 (1938). 

4) T. Reichstein u. J. v. Euw, Helvet. chim. Acta 21, 1197 (1938). 

5) J. Amer. Chem. Soc. 59, 768, 1367 (1937). 
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minnlicher Wirkung entdeckt hitten; die an der Entwicklung der 
Rattenvesikulardriise ermittelte physiologische Aktivitiit dieses 
Stoffes wurde durch seine nahe strukturelle Beziehung-zum Andro- 
steron (VI) erklairt®). Diesem Befund kam nicht nur Interesse fiir 
die Spezifitiitsforschung in der Gruppe der Keimdriisenhormone 
zu, sondern er war von hoher Bedeutung fiir die Frage nach der 
Natur der im weiblichen Organismus vorkommenden minnlichen 
Priigungsstoffe: epi-allo-Pregnanolon (V) ist ein normaler Be- 
standteil des Schwangerenharns’) und verdankt seine Ent- 
stehung wohl zweifellos einer reduktiven Abwandlung des weib- 
lichen Keimdriisenhormons Progesteron (III). Da in 4 Litern Harn 
etwa 1—2 mg epi-allo-Pregnanolon vorhanden sind, kénnte nach 
Ansicht der amerikanischen Autoren die gesamte androgene Akti- 
vitiit des Schwangerenharns auf die Gegenwart dieses Pregnan- 
derivates zuriickgefiihrt werden®). Die viel diskutierte Frage nach 
dem Sinn des Vorkommens minnlicher Hormone im weiblichen 
Organismus erschien durch die Feststellung der hormonalen Akti- 
vitit eines zwangsliiufig auftretenden Abwandlungsproduktes des 
Progesterons in neuem Licht’). 

Die Ergebnisse von Marker waren Veranlassung, an friihere 
Versuche ankniipfend, die physiologische Wirksamkeit des epv- 
allo-Pregnanolons niher zu studieren und zahlreiche Vertreter 
der Pregnan-Gruppe auf ihre androgene Wirksamkeit zu unter- 
suchen. Wir berichten im folgenden iiber unsere am ept-allo- 
Pregnanolon erzielten Ergebnisse; die Betrachtung der iibrigen 
untersuchten Pregnanderivate bleibt einer spiiteren Verdffent- 
lichung vorbehalten *?). 


Darstellung von ¢pi-allo-Pregnanolon 


Marker und Mitarbeiter gewannen das ej-allo-Pregnanolon 
aus Schwangerenharn") oder durch partielle Oxydation von allo- 
Pregnandiol®) bzw. durch Abbau der 3-Chlor-allo-cholansiure °) 


°) J. Amer. Chem. Soc. 59, 1367 (1937). 

’) R. E. Marker, O. Kamm u. R. V. McGrew, J. Amer. Chem. Soe. 
29, 616 (1937). 

8) Vgl. C. Kaufmann, Arch. Gynik. 166, 116 (1938). 

*4) Kin Hinweis auf die Ergebnisse unserer Untersuchungen zur Bio- 
chemie der Pregnan-Gruppe findet sich Z. angew. Chem. 51, 495 (1938). 

*) R. E. Marker, O. Kamm u. D. M. Jones, J. Amer. Chem. Soe. 59, 
1595 (1987). 
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Wir wahlten als Ausgangsmaterial fiir die Darstellung des ej- 
allo-Pregnanolons das aus Stigmasterin leicht zugingliche Pregnen- 
olon (VII)*), das heute technisch bereitet wird!!). In Anlehnung 
an das von Butenandt und Fleischer’*) benutzte Verfahren 
wurde Pregnenolon mit Platinoxyd als Katalysator erschépfend 
hydriert; dabei entsteht ein Gemisch der am C,, isomeren allo- 
Pregnandiole-(3,20), die durch Behandlung mit Chromsiure in 
der Kalte in das allo-Pregnandion (VIII) iibergefiihrt wurden. 
Schiittelt man dieses Diketon in alkoholischer Lisung mit Wasser- 
stoff in Gegenwart von Nickelkatalysator nach Raney!?*), so wird 
es unter Aufnahme von 1 Mol Wasserstoff partiell reduziert und 
geht in ein Gemisch der am C,-epimeren allo-Pregnanolone tiber. 
Neben dem als Hauptprodukt anfallenden allo-Pregnanolon (IX) 
entstand in einer Ausbeute von 5—10°/, das gewiinschte epi-allo 
Pregnanolon (V). Die T'rennung der epimeren Reduktionspro- 
dukte gelang mit Digitonin, das mit allo-Pregnanolon (IX) eine 
schwer lésliche Additionsverbindung bildet. Aus dem Filtrat der 
Digitonin-Fallung konnte das epi-allo-Pregnanolon (V) isoliert 
werden, das durch eine chromatographische Adsorption an Alu- 
miniumoxyd vdllig gereinigt wurde. 


Das so dargestellte epi-allo-Pregnanolon (V) krystallisiert 
aus verdiinntem Alkohol in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 173 
bis 174° (unkorr.) und liefert beim Erhitzen mit Essigsaure- 
anhydrid ein Acetat vom Schmelzp. 139—140° (unkorr.). Diese 
Daten stehen in guter Ubereinstimmung mit den Angaben der 
Literatur. In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von G. Fleischer, 
B. Whitman und E. Schwenk") wurde unabhiangig von uns das 
em-allo-Pregnanolon ebenfalls durch partielle Hydrierung des allo- 
Pregnandions dargestellt; im Unterschied zu der von uns ver- 
wendeten Methodik hydrierten die amerikanischen Autoren das 
Diketon mit reduziertem Platinoxyd als Katalysator in Eisessig— 
bromwasserstoff in der Hitze. 


10 A. Butenandt, U. Westphal u. H. Cobler, Ber. chem. Ges. 67, 
1611 (1934). 

1) Der Schering- A.-G., Berlin, insbesondere Herrn Prof.W. Schoeller 
danken wir fiir das uns zur Verfiigung gestellte Pregnenolon. 

2) Ber. chem. Ges. 68, 2094 (1935). 

18) Methodik: L. Ruzicka u. M. W. Goldberg, Helvet. chim. Acta 
19, 1407 (1936). 
4) J. Amer. Chem. Soc. 60, 79 (1988). 
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Physiologische Priifung des ¢»7-al/o-Pregnanolons 


(Ausgefiihrt von Frl. D. von Dresler und Frl. U. Meinerts) 
a) Priifung im Hahnenkamm-Test 


Epi-allo-Pregnanolon wurde in der von Butenandt und 
Tscherning !*) beschriebenen Testmethode auf androgene Wirksam- 
keit gepriift. Nach subcutaner Injektion von je 2mal 1 mg an 3 
weiBe Leghorn-Kapaune (Versuch vom 17.V. 1988) erfolgte keinerlei 
Wachstum des Hahnenkammes, obwohl diese Gabe bereits einer 
5—6 fachen Uberdosierung bezogen auf Androsteron, einer etwa 
30 fachen bezogen auf Testosteron entspricht. 

Zur Priifung von sehr geringen androgenen Wirksamkeiter 
haben wir in den letzten Jahren mit grobem Erfolg die von Fub- 
ginger in die Literatur eingefiihrte Modifikation des Hahnenkamm- 
Testes herangezogen, nach der man mit wesentlich geringeren 
Dosierungen quantitativ zu ermittelnde Wachstumseffekte erzielt. 
Nach der von H. E. Voss!?*) beschriebenen Technik wurden in 
zwei unabhangig durchgefiihrten Versuchsreihen (Protokoll vom 
26. IV. 1938 und 3. V. 1938) 6 Versuchstieren an 5 aufeinander- 
folgenden ‘Tagen je 3007 epi-al/o-Pregnanolon in dliger Liésung 
(Gesamtdosis pro Kapaun = 1,5 mg) direkt auf den Kamm aut- 
gepinselt. Auch mit dieser Dosierung war kein auBerhalb der 
Fehlergrenzen liegender Wachstumseffekt nachzuweisen. Zum Ver- 
gleich sei angefiihrt, daB unter denselben Versuchsbedingungen 
Androsteron und Testosteron mit 5mal ly ein Kammwachstum 
um 380—35°/, in der Fliche bewirken! Hpi-allo-Pregnanolon, dem 
nach den Angaben der amerikanischen Autoren etwa die Wirksam- 
keit des Androsterons zukommen soll, bleibt in diesem Test also 
noch in einer 300fach héheren Dosierung ohne Wirkung. 


b) Priifung im Vesikulardriisen-Test 


Die physiologische Priifung im Vesikulardriisentest erfolgte 
nach der in unserem Arbeitskreis iiblichen Technik an der in- 
fantilen miannlichen Ratte’'’). Nach subcutaner Injektion von 
8 mal | mg innerhalb von 8 Tagen (Versuchsreihe vom 21. VI. 1938) 
und von Smal 3 mg innerhalb von 8 'l'agen (Versuchsreihe yom 


15) Diese Z. 229, 167 (1934). 

16) Klin. Wschr. 16, 769 (1937). 

7) Diese Z. 237, 6 (1935). 

's) Zusammenfassung: H. Dannenbaum, Erg. Physiol. 38, 796 (1936). 
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27. VII. 1938) an 4 Versuchstieren war im histologischen Bild der 
Vesikulardriise nicht die geringste androgene Wirkung nachzuweisen. 
Zellhéhe (a), Zellgranula (b‘, Zellreichtum des Epithels(c) und Sekret- 
bildung (d) entsprachen simtlich dem Bild der unentwickelten 


und Driise. Androsteron baut die Vesikulardriise unter gleichen Be- 
am- | dingungen mit 8mal 1 mg, Testosteron mit 8mal 100 y bis zur 
n 3 vollen Funktionsfahigkeit auf. 
rlei Die physiologische Priifung des ep/-allo-Pregnanolons im Vesi- 
ner kulardriisen-Test erschien uns besonders wichtig, da Marker und 
twa Mitarb.°) offenbar diesen Test verwendet haben; Angaben iiber 
ihre Methodik fehlen. Da8 zur Priifung einer unbekannten Substanz 
ten auf androgene Wirksamkeit im Vesikulardriisentest die histologische 
1 [}- Untersuchung der Samenblase unentbehrlich ist, da die Priifung 
‘m= einer Gewichtszunahme der Driise allein zu Trugschliissen fiihren 
ren kann, ist aus der Literatur!*) bekannt; dieser Forderung tragen 
elt, — unsere Versuche Rechnung. 
In Aus den von uns durchgefiihrten Auswertungen ziehen 
ym wir den SchluB, daB8 das ep-allo-Pregnanolon keine andro- 
er gene Wirksamkeit entfaltet. Entgegen der Auffassung 
ng — von Marker kann es daher fiir die minnliche Wirkung 
it- des Frauenharns nicht verantwortlich sein. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 
der Schering A.-G., Berlin, fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten. 


Beschreibung der Versuche 


i allo-Pregnandion. 600mg Pregnenolon (VII) wurden in 50 cem 
Eisessig gelést und mit 100mg Platinoxyd als Katalysator bis zur 
Siittigung hydriert. Anschliebend wurde vom Katalysator abfiltriert und 
eine Lésung von Chromsiiure in Eisessig zugefiigt (6 Atome Sauerstoff, 
berechnet auf 600 mg allo-Pregnandiol). Nach 15 Stunden wurde mit 500 cem 
Wasser versetzt, das ausgeschiedene allo-Pregnandion (VIII) abgesaugt, 
cewaschen, getrocknet und aus Aceton umkrystallisiert. Ausbeute 540 mg. 


Partielle Hydrierung von allo-Pregnandion. 950 mg allo- 
Pregnandion (VIII) wurden in 250 cem absolutem Alkohol gelést und 





D mit 600 mg Raney-Nickel als Katalysator bis zur Sittigung hydriert, 
)) nachdem wir uns in einem Vorversuch tiberzeugt hatten, daB unter den 
7 verwendeten Bedingungen nur die 3-stindige Carbonylgruppe angegriffen 


wird. Nach Beendigung der Wasserstoffaufnahme wurde vom Nickel ab- 
filtriert und das Filtrat auf etwa 90 cem eingeengt. 


Isolierung des epi-allo-Pregnanolons (V). Die heibe alkoholische 
Lisung wurde mit einer Liésung von 3,6g Digitonin in 315 ccm Alkohol 
und 45 eem Wasser versetzt, worauf sofort die Abschneidung der Additions- 
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verbindung des allo-Pregnanolons begann. Nach 12 Stunden wurde abfiltriert, 
das Filtrat mit viel Wasser versetzt und mehrmals ausgeithert. Nach dem 
Trocknen und Eindampfen der itherischen Lésung blieb das rohe epi-allo- 
Pregnanolon (V) zuriick. 

Zur Reinigung wurde in absolutem Benzol gelést und durch eine 
Siule von 5g Aluminiumoxyd (Brockmann) filtriert. Die durchleifende 
Fliissigkeit wurde in Anteilen von 5—10 ccm getrennt aufgefangen; in den 
ersten Fraktionen befand sich reines allo-Pregnandion, zwei weitere Frak- 
tionen enthielten Substanzgemische, die nichsten das reine epi-allo- 
Pregnanolon. Hierauf wurde der im Chromatogramm verbliebene Rest 
des epi-allo-Pregnanolons mit einem Benzol-Menthol-Gemisch (8 : 2) eluiert. 

Der reine Stoff krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in Biischeln 
farbloser Nadeln, die bei 173—174° (unkorr.) schmelzen. 


4,731 mg Subst.: 13,745 mg CO,, 4,490 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 79,19 H 10,76 Gef. C 79,24 H 10,62. 


Isolierung des allo-Pregnanolons. Das Digitonid (3,98 g) wurde 
in 60 cem trocknem Pyridin gelést und mit 300 ccm absolutem Ather 
versetzt. Die Aufarbeitung, die in der iiblichen Weise erfolgte, ergab 
690 mg allo-Pregnanolon (IX), das durch Mischschmelzpunkt identifiziert 
werden konnte. 

epi-allo-Pregnanolon-acetat. Nach '/, stiindigem Kochen von 
40 mg epi-allo-Pregnanolon mit 2 ccm Essigsiiureanhydrid und anschlieBen- 
dem Versetzen der Reaktionslésung mit Wasser krystallisierte das Acetat 
sofort aus. Menge des Robproduktes: 40 mg. Nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Alkohol betrug der Schmelzp. 139° bis 
140° (unkorr.). 


5,053 mg Subst.: 14,190 mg CO,, 4,480 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. © 76,61 H 10,06 Gef. C 76,59 H 9,92. 
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Einflu§8 der Eingaben von Ascorbinsdure und Citrin 
auf den Gehait des Meerschweinchenblutes 
an vitalfirbbaren Erythrocyten. III’) 


Von 
Hans y. Euler und Maj Malmberg 
Mit 3 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7, November 1938) 


In den beiden vorhergehenden Mitteilungen’) wurde 

1. die Tatsache festgestellt, daB bei skorbutischen Meer- 
schweinchen die Zahl der vitalfarbbaren roten Blutzellen nach 
Kingabe von Ascorbinsiiure in kurzer Zeit stark — bis zum 
5—10fachen Betrag — ansteigt, 

2. der Nachweis gefiihrt, daB die Voraussetzung fiir die 
Ascorbinsiure-Wirkung eine vorher durch den Ascorbinsaure- 
Mangel eingetretene Animie ist, welche gleichzeitig mit dem 
Skorbut durch die Ascorbinsiure-Eingabe geheilt werden kann. 
Kine Ahnliche Wirkung auf die Zahl der vitalfirbbaren Blutzellen 
wurde auch durch Citrin erzielt. ,,Wird durch die Eingabe von 
Ascorbinsiure der AnlaB zu der Verarmung an roten Blutzellen 
aufgehoben, so setzt die Erginzung der roten Blutzellen ein. Bis 
ihre normale Zahl wieder hergestellt ist, muB die Zahl der 


jungen vitalfirbbaren Erythrocyten tiber die normale Zahl hinaus 


wachsen“, 

Aus unseren Beobachtungen iiber die Beziehung der Animie 
bei Meerschweinchen zur C-Avitaminose ergab sich die Problem- 
stellung, die chemische Kinwirkung der Ascorbinsaiure auf die 
Blutbildung aufzukliren. 

Wir haben bei der Fortsetzung unserer Untersuchung zu- 
nichst den EinfluB der Ascorbinséure und des Citrins auf den 
zeitlichen Verlauf der Bildung vitalfirbbarer Erythrocyten (VfE.) 
studiert, und zwar geben wir wieder zunichst Beobachtungen an, 
die in Zeitabstanden von 1—2 Tagen gemacht worden sind. Diese 





') Euler u. Malmberg, Diese Z. 249, 85 (1937); 262, 24 (1938). 
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Versuche werden ergiinzt durch Messungsserien, bei welchen die 
prozentische Menge der VfE. innerhalb eines Tages in Abstinden 
von einigen Stunden bestimmt wird. Wie in unserer vorher- 
gehenden Mitteilung messen wir gleichzeitig die Gesamtmenge 
der roten Blutzellen, so da wir die prozentische Menge 
der VfE. berechnen kénnen. 
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Fig. 1. Ascorbinsiure 


Zwei Kurvenpaare (Fig. 1) zeigen, wie sich bei unseren Ver- 
suchen die prozentischen Mengen der VfE. iindern, ganz in Uber- 
einstimmung mit unseren friiheren Versuchen: Nach Injektion yon 
Ascorbinsiure in skorbutischen Meerschweinchen tritt eine starke 
Steigerung der VfE.-Menge ein, die nach 1—3 Tagen wieder 
zuriickgeht. Diese Steigerung macht sich meist nicht friher als 
12 Stunden nach der Injektion bemerkbar (Tab. 1), kann _ in 
einzelnen Fallen auch schon ein paar Stunden nach der Injektion 
einsetzen (Tab. 2); man findet diesbeziiglich erhebliche individuelle 
Schwankungen 3), 


') Schon in unserer ersten Arbeit wurde gezeigt, daB der Effekt der 
Ascorbinsiiure-Injektion an normalen (nicht skorbutischen) Meerschweinchen 
nicht eintritt. DaB durch den Injektionsreiz an sich keine Anderungen 
der VfE. hervorgerufen werden, hat sich in Bestitigung unserer dlteren Ver- 
suche wiederum erwiesen. Vgl. die in unserer I. und II. Mitteilung er- 
wiihnte Literatur, ferner Methier, J. exper. Med. 55, 971 (1932); Rohmer, 
Bezssonoff u. Schneegans-Hoch, C. r Soe. Biol. 127, 1279 (1938). 
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Tabelle 1 


Meerschweinchen 487 





Tage der Vorperiode Stunden nach tiglicher subcutaner 
mit Ascorbinsiure- ren : 3 
freier Kost Injektion von 5mg Ascorbinsiure 
oe i i 2 4 
9 € c » 9) 
it fess | sail Geet Soll Dell idl teal 2 Injekt. i 
Mill. Erythroecyten | 
pro¢mm . . . | 5,58 /5,68/ 4,66; 5,01] — | —;}—| - — 5,30; — 
Vitalfiirbbare Ery- | 
throcyten in °/)]6,4 |1 2,2 |7,6 17,4/7,8} 8 |12,4) 14,5 | 18,2 |10 + 


Tabelle 2 
Meerschweinchen 483 











Stunden nach tiglicher 


Tage der Vorperiode mit mt 
) subcutaner Injektion von 


Ascorbinsiiure-freier Kost | 5 mg Ascorbinsiure 
1 | 13 20; 22 | 24 2 4 6 8 
Mill. Erythrocyten | 
proemm. . . . [6,23 6,09 5,82! 4,23) 4,81 —_ —|— 
Vitalfiirbbare Ery- 
throcyten in %/,. | 1 18 4,4 10 (15 18 20 14 20 7 


auch basophil. 
punkt. Zellen 








Unsere Versuche, die sich erheblich von denjenigen von 
anderer Seite iiber Skorbutanimie angestellten unterscheiden, 
fiilrten zu sehr starken Erhéhungen vitalfairbbarer roter Blutzellen, 
nimlich bis auf 20—40°/, der Gesamtmenge roter Blutzellen, so daB 
also der 10—20fache Betrag der natiirlichen Zahl der VfE. erreicht 
wird. Zur Beurteilung dieses Effektes ist zunichst eine Aufklirung 
wiinschenswert, auf welche biochemischen Einfliisse der Zusammen- 
hang zwischen Skorbut und Animie zuriickzufiihren ist. 

Animien kénnen bekanntlich in ganz verschiedener Weise, 
d. h. durch Entzug verschiedener Faktoren hervorgerufen werden; 
einer dieser Faktoren ist die Ascorbinsaure, und die Skorbut- 
animie ist also von anderen Animieformen wesentlich verschieden. 

Der Umstand, daB die Ascorbinsiiure das rote Blutbild mit- 
bestimmt, diirfte darauf zuriickgefiihrt werden kénnen, dab die 
Ascorbinsdiure als Schutzstoff des Himoglobins fungiert. 
Fehlt dieser Schutzstoff ganz oder teilweise, so wird zuniichst der 
Zerfall der Erythrocyten beschleunigt und die Bildung neuer 
Blutzellen gehemmt. 
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Vermutlich ist nicht allgemeiner C-Vitaminmangel des Tieres 
ausschlaggebend, sondern nur der C-Vitaminmangel gewisser 
an der Blutbildung und am Blutumsatz beteiligter Organe. 
Knochenmark'), Leber und Milz, evtl. auch der Nieren. 
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Nach Wachholder (Kongre8-Bericht Ziirich 1938) entwickel: 


~~+ 


sich bei C-frei ernihrten Meerschweinchen, bei welchen nacl.. 


1) In unseren Versuchen ist die Bildung der VfE. verkniipft mit eine: | ° 
Steigerung der Regeneration der roten Blutzellen. Die wesentlichste Frag: | 9 


in diesem Erscheinungsgebiet ist nimlich die, ob die Geschwindigkeit de: | 
Blutregeneration im Knochenmark bestimmt wird durch die Geschwindigkeit | 
einer Protoporphyrinbildung im Sinne von Borst u. Kénigsberger (Unters.} | 
oder durch die Einfiigung des Eisens (wie bei chlorotischen Anémien) oder 


—_ i 
o 


durch die Geschwindigkeit der Kombination mit Globin. Unsere VfE. solle» | « 


durch Fluorescenzbestimmungen charakterisiert werden. 
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2—3 Tagen der C-Gehalt stark abgenommen hat, in mehreren 
Organen eine Steigerung der Fiahigkeit, zugesetzte Ascorbinsiure 
zu oxydieren und Dehydroascorbinsiure zuriickzureduzieren. 

In diesem Zusammenhang ist die Tatsache zu erwahnen?), 
daB hochgereinigtes Cytochromc bei p, = 7 in Phosphatpuffer 
von Ascorbinsaure reduziert wird. An skorbutischen Meerschwein- 
chen, die mit Cystochrom c injiziert wurden, haben wir ebenfalls 
Zihlungen der VfK. und der gesamten roten Blutzellen vor- 
genommen, aber nur innerhalb der ersten 24 Stunden nach der 
Injektion. Eine wesentliche Kinwirkung wurde nicht beobachtet. 

Im Anschlu8 an einige friihere Versuche?) iiber die Be- 
einflussung des Ascorbinsiure-Gehaltes der Nebennieren von Meer- 
schweinchen durch Adrenalin-Injektion wurde das rote Blut- 
bild an skorbutischen Meerschweinchen untersucht, die nach 
eingetretenem Skorbut Adrenalin-Injektionen erhalten haben. Wir 
geben 2 Versuche an, bei denen zuniachst bemerkenswert ist, daB 
die skorbutischen Meerschweinchen 7—8 Tage am Leben blieben, 
und zwar bei sehr starker Animie. Dabei stieg die Zahl der VfE. 
bis auf 32 baw. 27,6°/, an (Tab.3 und 4). 

DaB bei Skorbut der Ascorbinsiiure-Gehalt vieler Organe, 
ganz besonders der Nebennieren stark sinkt, ist in diesem Institut 
friiher gezeigt worden. 


Tabelle 3 


Meerschweinchen 422 








> — emt Renee SO SOC OTTO NEN AEE TILE CR ym 


Mill. atc | 
{ procmm. . 5,50 |5,27/5,80)5,15 
Vitalfarbbare Ery- | 
ti — in */,. {2,7 /1, 





Tage der Vorperiode Versuchstage mit tiglicher subcutaner 
‘ rl y Injektion von Adrenalin 
mit Ascorbinsiure-freier Kost | (Prip, Exadrin, 0,1°/, Lésung), 0,5 cem 





1 | 8 | 15] 21| 23] 25 | 26 iS i ai w]e) 4 











| | | | 


| ewe 


5,475, ma 521 4,48 








il Soe 
| | 
0,2 |2 5,2 |5,6 |7,2 12,4 18 |18,9 |32 





1,0 |0,2 ‘02 














5 nein Euler u. Hellstrém, Sv. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 11B, 
Nr. 6 (1933). Vgl. hierzu auch Lemberg, Cortis-Jones u. Norrie, 
Biochemie. J. 32, 149 (1938); Barkan u. Schales [Diese Z. 248, 96 (1937)] 
haben die von ihnen studierten griinen Blutfarbstoffe mit Verdohimo- 
chromogen in Beziehung gesetzt. 

?) Euler u. Klussmann, Sy. Vet. Akad. Ark. f. Kemi 11B, Nr.7 
(1933); Euler u. Klussmann, Diese Z. 217, 167 (1933). In der gleichen 
Arbeit ist auch auf den hoben Ascorbinsiure-Gehalt des Thymus hin- 
gewiesen worden. 


4,404,00) 4,84} 3,17) 3,47) 3,76 + 
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Tabelle 4 


Meerschweinchen 425 





Mill. Erythrocyten 


procmm. 


Vitalfiirbbare Ery- 





Versuchstage mit tiglicher subcutaner 
; a ae ; Injektion von Adrenalin 
mit Ascorbinsiure-freier Kost (Priip. Exadrin, 0,1°/, Lésung), 0,5 cem 


Tage der Vorperiode 


1 | 8|15])21/23/25/ 26] 1/2/8/4/5]6] 8 


| 


6,28 5,96 6,00 5,16 5,17 5,02 4,41] 4,40 4,01 4,304,20 8,93 3,36) 3,35 + 








throcyten in. [1,5 1 |1 02 1 2 (86448 48 8 9,6 14,4 18,6 27,6 


Bemerkenswert war auch das Blutbild nach Injektion von 
Acetylcholin. Die skorbutischen Meerschweinchen erhielten in 
Abstiinden von 24Stunden je 50y Acetylcholin in physiologischer 
Kochsalzlisung eingespritzt. Blutproben, nach 2, 4 und 6 Stunden 
entnommen, zeigten grobe Schwankungen beziiglich Art und Zahl 
der VfE. Es traten von Zeit zu Zeit die Reticulocyten ganz 
gegen basophil punktierte Zellen zuriick, wiihrend die Gesamtzahl 
der VfE. anstieg}). 

Bei nicht skorbutischen Meerschweinchen war bei 3 Versuchen 
die entsprechende Injektion von 50 y Acetylcholin ohne Effekt. 

Seit mehr als 50 Jahren ist bekannt, dafi Kupfer ein stiindiger 
Blutbestandteil ist. Der EinfluB des Kupfers auf die Blutbildung 
wurde besonders durch Versuche von Hart und Elvehjem?) 
gezeigt, und innerhalb der letzten 10 Jahre ist eine groBe Zahl 
von Ergebnissen iiber den Cu-Gehalt verschiedener Organe und 
verschiedener Nahrungsmittel bekannt geworden [Morrison’), 
Cunningham), Gerlach®)]. Die Leber ist bekanntlich das kupfer- 
reichste Organ; ihr Cu-Gehalt steht in Beziehung zur Blutbildung. 

Sowohl das Serum (Krebs, 1928) wie die roten Blutzellen 
enthalten Cu, und zwar sind in neuester Zeit Cu-Proteine als 
Biokatalysatoren entdeckt und beschrieben worden‘). 


') Die Blutdrucksenkung, die Acetyleholin (bei Kaninchen) hervorruft, 
soll bei vorhergehender Injektion von Ascorbinsiiure ausbleiben. 

*) Hart, Steenbock u. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 77, 797 (1928): 
Elvehjem u. Lindow, Ebenda 81, 488 (1929); Schultze, Elvehjem 
u. Hart, J. of Biol. Chem. 116, 107 (1936); Potter, Elvehjem u. Hart, 
Ebenda, im Druck. 

’) Morrison u. Mitarb. J. of Biol. Chem. 88, 479 (1930). 

4) Cunningham, Biochemie. J. 26, 1267 (1981). 

5) Gerlach, Virchows Arch. 294, 171 (1934). 

8. Vel. Mann u. Keilin, Nature 142, 148 (1938): Kubowitz, Bio- 
chem. Z. 299, 32 (1938). fo 


a 


x 
SR AP Th Ran SM OR ta Se 


















a 
si Be Cn ae ee aS Te Ee 


Einflu8 der Eingaben von Ascorbinsdure und Citrin usw. 949 


Auf die Steigerung der Resistenz der Erythrocyten durch 
Cu-Behandlung werden wir bald zuriickkommen. 

Ob Kupfer auch bei der Skorbutaniimie eine Rolle spielt, ist 
noch nicht bekannt. In Anbetracht des wesentlichen Unterschiedes 
zwischen Skorbutanimien und anderen Animiearten war von vorn- 
herein bei den von uns studierten Fiillen ein KinfluB des Kupfers 
nicht zu erwarten. Zum Problem der Skorbutanimie liefern also 
unsere Versuche keinen Beitrag. Da aber durch Arbeiten dieses 
Instituts ') gezeigt worden war, daB die Oxydation der Ascorbinsiure 
durch Cu-Spuren ganz auBerordentlich stark beeinfluBt wird, er- 
schien immerhin die Méglichkeit einer Beeinflussung der VfK.- 
Bildung durch Cu?) gegeben. Wir haben also in orientierenden 
Versuchen in skorbutische Meerschweinchen Cu-IDosen in ver- 
schiedener Grée injiziert und die Bildung vitalfirbbarer roter 
Blutzellen verfulgt; die Messungsresultate stellen wir in folgender 


Tabelle zusammen. 
Tabelle 5 











z » | Tage der Vorperiode Tage der Injektion 
S 2] mit Ascorbinsiure- y |v: CuSQ, in 0,5ceem 
Zs freier Kost physiol. NaCl-Lsg. 
Fo = - Ca t_.. Eee. 
= ~| 10 | 24|26/ 27 | 28 1 | 2\|38} 4 

Mill. Erythrocyten 

procmm... | 494 | 560526 -— — — | 1,3 4,62 *) 
VfE. in 7, . .. If Ve 8 |5,6156) 7 | 1,316 


Mill. Erythrocyten 
procmm ... | 491 5,04 4,73; — | 4,16 — | 2,6]3,90*); — — 3,09%*) 














VfE. in °/, 0,6 1,2 5,6 4,8 | 4,08] 2,6 
Mill. Erythrocyten 

procmm ... | 490 1]5,22 4,42 — 4,08 — |13 [4,2 —j—| **) 
VfE. in °/, \]0,6 1,8 9,8 10,0 10,0 |13 


*) Blutbild zeigte Reticulocyten und basophil punktierte und poly- 
chromatische Erythrocyten. Sehr wenig kernhaltige rote Zellen. 

**) Am 1. Versuch. tag keine Reticulocyten. Nur basophil punktierte 
und polychromatische Erythrocyten Am 2. und 3. Tag Mischung von 
Reticulocyten, basophil punktierten und polychromatischen Erythrocyten 
und kernhaltigen roten Zellen. 


Die Untersuchung eines in Knoblauch (Allium sativum) ent- 


haltenen Wirkstoffes, auf den wir an anderer Stelle zuriickkommen, 


1) Euler, Myrback u. Larsson, Diese Z. 217, 167 (1938). 

4) Da8 Cu-Behandlung nach Milchanimie bei Ratten wirksam ist, liegt 
in der Natur dieser Animie, die ja eine ausgesprochene Cu-Mangelkrankheit 
ist. [V_i. z. B. Fog, Biochem. Z. 269, 303 (1934)). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CCLVT. 17 
























































250 Hans v. Euler und Maj Malmberg, 
Tabelle 6 
Gereinigte Extrakte aus Allium sativum (vgl. Fig. 3) 
Eh Injiziertes Tage der Vorperiode mit Tage nach tiglicher sub- 
ag Priparat: Blut- Ascorbinsiiure-freier Kost cutaner Injektion 
i & Wi M = a ee To | | | ' 
2 5 aiBriger zellen | Pr Sas. 1 a Se 
22 | Allium - Extr. 920 22/23 24/25 26 }eg 1 2 8 4)5 6 
wer | i. eae os + — +. | | 
505 0,2 ccm Erythroe. 5,5 4,9) 4,8 | 3.9) | | 
10°/emm roe | co edd 
VEE. in®/,]1,4 3,810 | 8 19,4)12 |11 [10 | | 
| | | ae 
480 Erythroe. |6,0/5,7| 6,2\—, 5,4. — 5,0 | | | 
10° /emm | | | | bea 
Durch Ad- || VfE. in °/, {1,5 2,8 “ae 4,8, — | 6,2]22,4| 3,6 | | 
° F | | | 
4g5 |} S0Tption 80 4) Fr vthroc. [6,0/5,1| 5,0.— 5,7 —| —] —!—| 5,8 | 
Fullererde || Vf£. in, |4,4'7,8.10 |— 11,612 10,8/24 (15 [11,5+) 
gereinigt | | | i 
Erythroe. |6,4/4,5| 5,8, | 5,0, —| —|— | —| — | —|—|—/5 
486 |] VfE.in%,]1 |1,6) 4 | | 5,0) 8,0 7,0]18 | 7 | 8 5 |6/4 1,8 





_vitalfarbbare Erythrozyten 





—) 


























i l l 1 i 1 l ee | L 1 1 l lL i 1 
02 4 6 8 0 12 % 1 1 2022 4H 6 BN RH 
Tage 

Fig. 3. Allium sativum 0,2 ccm 


hat bei der subcutanen Injektion einen so starken KinfluB auf 


die Bildung vitalfairbbarer Erythrocyten ergeben, daB wir denselben 
schon hier durch einige Versuche mitteilen wollen. Bemerkenswert 


ist dabei, dab die verwendeten Extrakte bzw. Priparate Ascorbin- 


siure-frei waren. Demgem&B wurde auch durch sie die durch 
Ascorbinsiure-Injektionen bewirkte Heilung des Skorbuts nicht 
erzielt. Inwieweit bei dieser auffallend raschen Wirkung (vgl. Tab. 6 


und Fig. 3) neben dem im Knoblauch bekanntlich vorhandenen 
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| Allylsulfid ein gleichzeitig vorkommendes Sulfid beteiligt ist, 
_kénnen wir noch nicht entscheiden. 


Kine weitere Versuchsreihe wurde mit ungereinigtem Koch- 
saft von Allium sativum unter den gleichen Bedingungen wie mit 
den gereinigten Priparaten angestellt. Dabei wurde eine Erhéhung 
der Zahl der VfE. erhalten, welche angenihert der mit den ge- 
reinigten Extrakten gefundenen entsprach (Verdoppelung nach 
90 Minuten). 

Wir haben den EKindruck, daB sich auBer den spezitischen 
Kinfliissen der Ascorbinsiure, des Citrins und des Allium-Faktors 
gelegentlich auch unspezifische Wirkungen auf das recht labile 
Reticulocyten-Gleichgewicht geltend machen. 

Bei der von uns bisher beobachteten Steigerung der VfE. ist 
die durch Vitamin-C-Mangel bedingte Animie die Voraussetzung 


| des Effektes. Zur Beantwortung der Frage, ob es sich bei der 


voriibergehenden starken Steigerung der VfE. um eine besonders 
erhéhte Bildung von roten Blutzellen handelt, oder ob die jungen 
Zellen bei Skorbut sehr viel langsamer in normale kernlose Blut- 
zellen iibergehen, haben wir andere Falle von VfK.-Bildung auf- 
sesucht, und zwar an Ratten, bei denen bekanntlich Skorbut nicht 
auftritt. 

Uber die Bildung von vitalfarbbaren roten Blutzellen bei 
Ratten, sei hier nur folgendes Ergebnis erwihnt, das wir bald 
eingehender beschreiben wollen: 

Bei der Vitamin-A-Avitaminose von Ratten sinkt der Gehalt 
des Blutes an VfE. sehr stark, nimlich vom normalen Wert 6°/, 
bis auf 1°/,, wahrend der Gesamtgehalt der roten Blutzellen bei 
der A-vitaminose sich innerhalb 50 Tage: uaicht anderte oder 
hichstens etwas anstieg. Das Gleichgewicht zwischen vitalfarbbaren 
und normalen roten Blutzellen, das also bei der A-Avitaminose 
stark verschoben ist, steigt nach Kingabe von Vitamin A oder 
Carotin wieder auf den normalen Wert an. 





Die Konstitution des antirachitischen Vitamins 
der Thunfischleber 


Von 


Hans Brockmann und Anneliese Busse 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus der Biochemischen Abteilung des Allgem. Chemischen Universitits-Laboratoriums 
in Gottingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1938) 


Die Isolierung eines antirachitischen Vitamins aus einem 
Naturprodukt ist zum erstenmal beim Thunfischleberél gelungen }), 
Wir erhielten das Vitamin als krystallisierten 3,5-Dinitro-benzoe- 
siure-ester, der in seinen Higenschaften so weitgehend mit dem 
Vitamin D,-3,5-dinitro-benzoat von Windaus, Schenck und 
v. Werder’) iibereinstimmte, daf wir die Identitiit des anti- 
rachitischen Thunfischvitamins mit Vitamin D, fir erwiesen hielten. 
Ein 3,5-Dinitro-benzoesiure-ester mit den gleichen EKigenschaften 
wurde ferner aus dem Leberél von Heilbutt*) und Bluefine-Thune‘*) 
isoliert, und daraus der SchluB gezogen, daB auch das anti- 
rachitische Vitamin dieser Fische Vitamin D, ist. 

Aus dem Dinitro-benzoesiiure-ester konnte das Thunfisch- 
vitamin selber zunachst nur als farbloses Ol gewonnen werden. 
Nachdem uns aber die Verarbeitung groBer Mengen Ausgangs- 
material ein gréBeres Quantum Ester geliefert hatte, ist es 


') H. Brockmann, Diese Z. 241, 104 (1936). — Nach unserer Ver- 
éffentlichung erschien eine kurze Mitteilung von J.C. Drummond und 
G. A. D. Haslewood [J. Soc. Chem. Ind. 55, 598 (1936)], in der iiber die 
Isolierung eines Vitamin-allophansiiure-esters yom Schmelzp. 185—195° be- 
richtet- wird, dessen Verseifungsprodukt eine antirachitische Wirksamkeit 
von 10—20000 internationalen Einheiten im Milligramm hatte. Ferner be- 
richteten E.J.H. Simons u. T. F. Zucker [J. Amer. Chem. Soe. 1936, 2655) 
in einer vorliufigen Mitteilung iiber die Isolierung eines Vitamin-dinitro- 
benzoats vom Schmelzp. 129° aus Thu: ran. 

2) Diese Z. 241, 100 (1936). 

*) H. Brockmann, Diese Z. 245, »_ (1936). 

‘) H. Brockmann u. A. Busse, Diese Z. 249, 176 (1937). 
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gelungen, auch das freie Vitamin zur Krystallisation zu bringen}), 
so daB sich nun, da bereits vorher von Schenck?) krystalli- 
siertes Vitamin D, dargestellt war, auch der Vergleich der beiden 
krystallisierten Vitamine durchfiihren lieB. 


Das Thunfischvitamin krystallisiert wie Vitamin D, in farb- 
losen Nadeln vom Schmelzp. 82—84° und zeigt im Gemisch mit 
diesem keine Schmelzpunktsdepression. Seine Analysenwerte 
passen gut auf die Formel C,,H,,0, und die spezifische Drehung 
stimmt innerhalb der Fehlergrenze mit der von Vitamin D, iiber- 
ein. Im Rattenschutzversuch zeigt das krystallisierte Thunfisch- 
vitamin ebenso wie Vitamin D, eine Wirksamkeit von 40000 inter- 
nationalen Einheiten im Milligramm. 

Nach Linsert’*) bildet Vitamin D, im Gegensatz zu Vitamin D, 
mit einem (dem Vitamin D, entsprechenden) Bestrahlungsprodukt 
des Iso-dehydro-cholesterins*) eine krystallisierte Additionsverbin- 
dung vom Schmelzp. 121° Eine Additionsverbindung mit dem 
gleichen Schmelzpunkt, die mit der Vitamin D,-Verbindung keine 
Schmelzpunktsdepression gibt, erhielten wir auch aus dem hun- 
fischvitamin. 

Wie die Fig. 1 zeigt, deckt sich die Extinktionskurve °) 
des krystallisierten Thunfischvitamins vollkommen mit der des 
Vitamins D,. Vor kurzem berichteten Zucker und Mitarbeiter®) 
in einer vorliufigen Mitteilung iiber die Isolierung eines Vitamin D- 
dinitro-benzoesiure-esters aus Thunfischlebertran und eines Vita- 
min D-allophansiure-esters aus Dorschlebertran. Das nach Ver- 
sellung der Ester erhaltene amorphe Vitamin hatte den mol 
Extinktionskoeffizienten 1,38 — 1,40 x 10%. Der gleiche Wert 
wurde auch fir den Allophansiure-ester gefunden. Kin Vergleich 
dieser Zahlen mit der fiir das krystallisierte Vitamin gefundenen 
ergibt, daB die Priparate von Zucker offenbar nicht einheitlich 
gewesen sind. Die mol. Extinktionen verschiedener D-Vitamine 
in Hexan bzw. Ather sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt. 


') H. Brockmann u. A. Busse, Naturw. 26, 122 (1938). 

*) F. Schenck, Naturw. 28, 159 (1937). 

*) O. Linsert, Unveréffentlichte Versuche. Die Mitteilung der Er- 
gebnisse verdanken wir dem Werk Elberfeld der I. G. Farbenindustrie A.-G 

*) A. Windaus u. G. Ziihlsdorff, Liebigs Ann. 536, 204 (1938). 

*) Die Messungen verdanken wir Herrn Dr. Eckhardt. 

) T. F. Zucker, E.J. Simons, H.C. Colman u. B. Demarest, 
Naturw. 26, 11 (1988). 
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') H. Brockmann, Diese Z. 241, 104 (1936). 
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der beiden Vitamine aufgefaBt werden; es sei denn, man nimmt 
an, daB zwischen beiden Vitaminen geringe strukturelle Unter- 
schiede, etwa in der Seitenkette, vorhanden sind, die sich weder 
durch verschiedene Schmelzpunkte noch durch den Mischschmelz- 
punkt zu erkennen geben. Um auch diese nicht sehr wahr- 
scheinliche Annahme zu widerlegen, haben wir versucht, das 
Thunfischvitamin zu dem Keton C,,H,,0 ([V) abzubauen, das von 
Windaus?) beim Ozonabbau des Vitamins D, gewonnen worden 
ist. AuBerdem schien uns der Ozonabbau geeignet zur Aufklirung 
sewisser Schmelzpunktsdifferenzen, die wir bei der Fraktionierung 
unserer Vitaminpriparate beobachteten. 

Unser erstes 3,5-Dinitro-benzoat aus Thunfischtran hatte 
ebenso wie das zum Vergleich dienende Vitamin D,-dinitro-benzoat 
den Schmelzp. 128—129°. Die Aufarbeitung gréBerer Mengen 
Thunfischleberél lieferte uns dagegen Esterfraktionen mit dem 
Schmelzp. 130—131°, wihrend fir reinstes Vitamin D,-dinitro- 
benzoat der Schmelzp. 132° gefunden wurde. Ahnliche Unter- 
schiede wurden bei der in blaBgelben Nadeln krystallisierenden 
héher schmelzenden Modifikation?) beobachtet, die aus beiden 
stern durch Umkrystallisieren aus Ather erhalten wurde. Ebenso 
kamen auch beim freien Thunfischvitamin geringe Schmelzpunkts- 
differenzen vor. Die unmittelbar aus dem amorphen Vitamin 
erhaltenen Krystallisate schmolzen bei 85—-87°, nach 2 maligem 
Umkrystallisieren dagegen lag der Schmelzpunkt wie der des 
Vitamins D, bei 82—84°. 

Um festzustellen, ob sich ihnliche Unterschiede im Schmelz- 
punkt auch noch bei anderen Derivaten finden, haben wir ein 
Thunfischvitaminpriparat vom Schmelzp. 84—86° in den p-Nitro- 
benzoesdure-ester iibergefiihrt. Er krystallisiert wie das p-Nitro- 
benzoat des Vitamins D,*) in farblosen Nadeln, deren Schmelz- 
punkt zunachst bei 117° lag und durch mchrfaches Umkrystalli- 
sieren auf 120° erhéht werden konnte, wihrend ein Vergleichs- 
praparat von Vitamin D,-p-nitro-benzoat bei 124° schmolz. Bei 
diesem Derivat ist die Schmelzpunktsdifferenz also besonders 
ausgepragt. 

Diese Beobachtungen zeigen, dab die aus Thunfischtran 
gewonnenen Vitaminpriparate eine Beimengung enthalten, die 


1) A. Windaus, M. Deppe u. W. Wunderlich, Liebigs Ann. 533, 


118 (1987). 
%) A. Windaus, M. Deppe u. W. Wunderlich, Liebigs Ann. 533, 


126 (1937). 
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den Schmelzpunkt der Ester erniedrigt, den des freien Vitamins 
dagegen erhdht, und die sich durch fraktionierte Krystallisation 
entfernen laBt. 


Auf Grund von Beobachtungen, die Bills?) bei Versuchen 
mit Hiihnchen an gewissen Thuntischtranen machte und auf die 
weiter unten ausfihrlicher eingegangen wird, schien es uns méglich, 
daB die fiir die Schmelzpunktsdifferenzen verantwortliche Begleit- 
substanz Vitamin D, ist. 


Es wurde daher zunichst an geeigneten Gemischen unter- 
sucht, welchen Einflu8 eine Beimengung von Vitamin D, auf den 
Schmelzpunkt von Vitamin D, ausiibt. Dabei fanden wir, dab 
eine Mischung der beiden Vitamine, die 10°/, Vitamin D, ent- 
halt, einen etwas héheren Schmelzpunkt (83—85°) hat als reines 
Vitamin D,. Bei den 3,5-Dinitro-benzoaten erniedrigt ein Gehalt 
von 10°/, Vitamin D,-ester den Schmelzpunkt des Vitamin D.- 
dinitro-benzoats von 132° auf 129—130,5°; bei den p-Nitro- 
benzoaten liegt der Schmelzpunkt eines Gemisches mit 11°), 
Vitamin D,-ester bei 116—117° statt wie beim reinen Vitamin D.- 
p-nitro-benzoat bei 124% Die an den Gemischen beobachteten 
Schmelzpunkte stimmen also recht genau mit denen unserer nicht 
fraktionierten Thunfischvitaminpriparate iiberein. 


Die beste Methode, in diesen Praparaten Vitamin D, nach- 
zuweisen, ware seine Abtrennung in reiner Form. Modellversuche 
mit Mischungen von Vitamin D, und D, ergaben jedoch, daB aus 
Mengen, wie sie uns vom Thunfischvitamin zur Verfiigung standen, 
weder durch fraktionierte Krystallisation der freien Vitamine, 
noch der Ester oder der oben erwihnten Additionsverbindung, 
eine Abtrennung kleiner Mengen Vitamin D, méglich ist. 


Wir haben daher versucht, Vitamin D, in unseren Praparaten 
durch Ozonabbau nachzuweisen, den wir zur Gewinnung des 
Abbauketons C,,H,,O durchzufiihren beabsichtigten. Aus der 
Seitenkette von Vitamin D, entsteht bei der Ozonisation be- 
kanntlich Methyl-isopropyl-acetaldehyd’). Da Ergosterin in den 
Thunfischvitaminpriparaten wegen der vor der Isolierung durch- 
gefiihrten Behandlung mit Digitonin nicht vorhanden sein kann, 
darf nach unserer Meinung das Auftreten von Methyl-isopropyl- 


') Ch. E. Bills, O. N. Massengale, M. Imboden u. H. Hall, J. 
Nutrit. (Am.) 13, 435 (1936). 

*) A. Guiteras, Z. Nakamiya u. H.H. Inhoffen, Liebigs Ann. 
494, 117 (1982). 
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acetaldehyd beim Ozonabbau unserer Priparate als Beweis fiir 
die Anwesenheit von Vitamin D, angesehen werden. 


In Vorversuchen wurde festgestellt, daB bei geeigneter Arbeits- 
weise aus 500 mg einer Mischung von Vitamin D, und Vitamin D,, 
die 10 °/, Vitamin D, enthalt, eine zur einwandfreien Charakteri- 
sierung ausreichende Menge Methyl-isopropyl-acetaldehyd ent- 
steht. Wir ozonisierten bei diesen Versuchen in Kisessiglésung, 
zerstorten die Ozonide durch Kochen mit Wasser und destillierten 
dann den Methyl-isopropyl-acetaldehyd zusammen mit dem gleich- 
zeitig entstandenen Formaldehyd ab. Eine Trennung der beiden 
Aldehyde lieB sich durch Verteilung zwischen Benzin und Wasser 
durchfiihren, wobei der Formaldehyd im Wasser bleibt, und der 
Methyl-isopropyl-acetaldehyd in das Benzin iibergeht. Beide 
Aldehyde wurden als 2,4-Dinitro-phenyl-hydrazone identifiziert. 
Kine Komplikation trat dadurch ein, daB das aus dem Vitamin D, 
entstandene Abbauketon C,,H,,O mit Wasserdampf fliichtig und 
infolgedessen dem Methyl-isopropyl-acetaldehyd beigemengt ist. 
Nach Uberfithrung in. die 2,4-Dinitro-phenyl-hydrazone konnte 
jedoch durch fraktionierte Krystallisation eine Trennung erreicht 
werden. 

Aus der Reaktionsfliissigkeit lieB sich nach Beendigung der 
Wasserdampfdestillation in guter Ausbeute das Abbauketon C,,H,,0 
als krystallisiertes Semicarbazon vom Schmelzp. 216° abtrennen. 
Da Formaldehyd beim Abbau des Vitamins D, noch nicht er- 
halten wurde, sel erwahnt, daB bei der Ozonisation von reinem 
Vitamin D, in Kisessig 0,23 Mol Formaldehyd als 2,4-Dinitro- 
phenyl-hydrazon isoliert werden konnten, eine Menge, die mit 
der aus Vitamin D, durch Ozonisation erhaltenen?) leidlich iiber- 
elnstimmt. 

Fiir den Ozonabbau des Thunfischvitamins standen insgesamt 
2,2 g 3,5-Dinitro-benzoesiure-ester (entsprechend 1,46 g freiem 
Vitamin) zur Verfiigung. Da sich aus Vorversuchen am Vitamin D, 
ergeben hatte, daB durch langdauernde Ozoneinwirkung die Aus- 
beute an Methyl-isopropyl-acetaldehyd verringert wird, haben wir 
beim ersten Abbauversuch das Verseifungsprodukt von 1,2 g Ester 
nur kurze Zeit mit Ozon behandelt. Bei der Wasserdampf- 
destillation der Reaktionsfliissigkeit wurde ein Destillat erhalten, 
das sehr deutlich den charakteristischen Geruch des Methy]l-iso- 
propyl-acetaldehyds zeigte. Aus dem Benzinextrakt des Destillates 





') A. Windaus u. W. Grundmann, Liebigs Ann. 524, 295 (1936). 
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konnten wir ein in gelben Blattchen krystallisierendes 2,4-Dinitro.- 
phenyl-hydrazon gewinnen, das durch Schmelzpunkt, Mischschmelz. 
punkt und Analyse als 2,4-Dinitro-phenyl-hydrazon des Methy]- 
isopropyl-acetaldehyds identifiziert werden konnte. 

Nach Beendigung der Wasserdampfdestillation erhielten wir 
aus dem Benzinauszug der Reaktionsfliissigkeit ein krystallisiertes 
Semicarbazon vom Schmelzp. 226°, dessen spezifische Drehung 
wesentlich gréBer war als die des Abbauketon-semicarbazons vou 
Windaus, und dessen Analysenzahlen nicht auf die Formel 
C,,H,,ON, dieser Verbindung, sondern gut auf die um 2 C-Atome 
und 2 H-Atome gréBere Formel C,,H,,ON, paBten. 

Dieses Ergebnis lieB vermuten, daB bei milder Ozonisation 
der Angriff des Oxydationsmittels beim Thunfischvitamin ebenso 
wie beim Vitamin D, an der Doppelbindung zwischen C, und ©, 
erfolgt, und zunachst der Aldehyd C,, 
Formel III zukommt, und der dem Aldehyd C,,H,,0 (1) analog 
ist, der von Heilbron’) durch vorsichtige Oxydation des Vitamins 1), 
erhalten wurde. 
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Zum Beweis fir diese Annahme haben wir reines Vitamin D, 
unter den gleichen Bedingungen ozonisiert. Nach Zersetzung der 





1) I.M. Heilbron, R.N. Jones, K.M.Samant u. F. Spring, J. 
chem. Soc., Lond. 1936, 905, 
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Ozonide wurde mit Wasserdampf destilliert. Aus dem Destillat 
erhielten wir ein schén krystallisiertes Semicarbazon vom Schmelz- 
punkt 216°, das sich durch Mischschmelzpunkt und spezifische 
Drehung als Semicarbazon des Abbauketons C,,H,,O0 identi- 
fizieren lieB. 

Nachdem durch Wasserdampfdestillation das Abbauketon 
entfernt war, gelang es uns, aus dem Benzinauszug der Reaktions- 
fliissigkeit nach Behandlung mit Semicarbazid ein in Nadeln 
krystallisierendes Semicarbazon zu isolieren, das nach mehrfachem 
Umkrystallisieren bei 229—230° schmolz. Ebenso wie bei dem 
aus Thunfischvitamin erhaltenen Semicarbazon stimmen die 
Analysenzahlen gut auf die Formel C,,H,,ON,. Das Semicarb- 
azon des Aldehyds (1) aus Vitamin D, hat infolge der beiden kon- 
jugierten Doppelbindungen ein Absorptionsmaximum bei 275 mu. 
Wie die Fig. 2 zeigt, besitzt auch das von uns aus Vitamin D, 
erhaltene Semicarbazon bei der gleichen Wellenlinge ein Absorp- 
tionsmaximum, dessen mol. Extinktionskoeffizient innerhalb der 
Fehlergrenze mit dem des Semicarbazons vom Aldehyd (I) iber- 
einstimmt. Es kann also kein Zweifel dariiber bestehen, dab 
unser Produkt vom Schmelzp. 229—230° das Semicarbazon des 
Aldehyds (ILI) ist. 

Das bei der milden Ozonisation des Thunfischvitamins ent- 
standene Semicarbazon hat einen etwas niedrigeren Schmelzpunkt 
als das aus Vitamin D, unter den gleichen Bedingungen erhaltene. 
[n der GréBe der spezifischen Drehung, den Analysen und der 
Lage der Absorptionsbande dagegen stimmen beide Verbindungen 
iiberein, so daB wir die Identitét der beiden Verbindungen nicht 
bezweifeln. Den niedrigeren Schmelzpunkt und die etwas kleinere 
Extinktion (Fig. 2) des Absorptionsmaximums fihren wir auf eine 
Verunreinigung durch das Ketonsemicarbazon zuriick, das durch 
traktionierte Krystallisation nur schwer zu entfernen ist). Wie 
unser Versuch mit Vitamin D, ergeben hat, ist es zur Gewinnung 
von reinem Aldehyd-semicarbazon zweckmaBig, das neben dem 
Aldehyd entstandene Keton C,,H,,O (IV) vor der Behandlung 
mit Semicarbazid durch Wasserdampfdestillation abzutrennen. 

Beim Umkrystallisieren des aus Thunfischvitamin erhaltenen 
Aldehyd-semicarbazons erhielten wir Fraktionen, deren Absorp- 





1) Auch der aus Vitamin D, entstandene Aldebyd lieferte ein Semicarb- 
azon, dessen Reinigung schwierig war. Nach 4 maligem Umkrystallisieren 
lag der Schmelzpunkt bei 235°, nach 12 maligem Umkrystallisieren bei 242°. 
Heilbron u. Mitarbeiter, J. chem. Soc. Lond. 1936, 905. 
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tionsmaximum und deren Kohlenstoffgehalt durch das beigemengte 
Ketonsemicarbazon niedriger war, als bei den Spitzenfraktionen, 
Um in diesen Mutterlaugenpriiparaten den Aldehyd zum Keton 
abzubauen, haben wir sie lingere Zeit mit Ozon behandelt und 
gewannen danach das Semicarbazon des Abbauketons ©,,H,,0 (IV), 
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das durch Schmelzpunkt, Mischschmelzpunkt und _ spezifische 
Drehung mit dem aus Vitamin D, erhaltenen Piaparat identifiziert 
werden konnte. 

Obwohl durch diesen Versuch bereits nachgewiesen ist, dab 
aus dem Thunfischvitamin dasselbe Abbauketon (IV) entsteht wie 
aus Vitamin D,, haben wir mit 1 g 3,5-Dinitro-benzoat des Thun- 
fischvitamins noch einen zweiten Abbauversuch durchgefiihrt, um 
die Menge des entstandenen Keton-semicarbazons mit der aus 
Vitamin D, erhaltenen vergleichen zu kénnen. Da fiir eine optimale 
Ausbeute an Methyl-isopropyl-acetaldehyd eine kurze Ozonisations- 
dauer, fiir eine gute Ausbeute an Keton jedoch eine lingere Ein- 
wirkung des Ozons nétig ist, wurde bei diesem Versuch die Ozoni- 





') Dissertation Wetter, Gottingen 1938. 
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sation stufenweise durchgefiihrt. Nachdem nur kurze Zeit mit 
Ozon behandelt worden war, wurde mit Wasserdampf destilliert. 
Im Destillat gab sich Methyl-isopropyl-acetaldehyd durch seinen 
charakteristischen Geruch zu erkennen und lief sich nach Extrak- 
tion mit Benzin und Hochvakuumsublimation des mit Semicarbazid 
erhaltenen Rohproduktes als Semicarbazon durch Mischschmelz- 
punkt identifizieren. Damit ist auch in dem bei diesem Versuch 
verwendeten Vitaminpriparat, das aus einer anderen Lieferung des 
Ausgangsmaterials gewonnen wurde, die Anwesenheit von Vitamin D, 
festgestellt. Die Ausbeate an Aldehyd war gering. Aus dem mit 
Benzin extrahierten Wasserdampfdestillat konnten wir 0,2 Mol 
Formaldehyd als 2,4-Dinitro-phenylhydrazon isolieren. Diese 
Menge stimmt gut mit der beim Abbau von Vitamin D, erhaltenen 
iiberein und beweist die Anwesenheit einer Methengruppe im 
Thunfischvitamin. 

Um die in der Destillationsfliissigkeit vorhandenen Abbau- 
produkte vollstindig in das Abbauketon (IV) iiberzufiihren, wurden 
sie mit Benzin extrahiert und erneut einer liingeren Ozonbehand- 
lung unterworfen. Nach dieser zweiten Ozonisation konnte das 
Semicarbazon des Abbauketons C,,H,,O (IV) in derselben Aus- 
beute wie aus Vitamin D, erhalten werden. Es wurde durch 
Mischschmelzpunkt, Analyse und spezifische Drehung identifiziert 
und stimmte auch in den sonstigen Kigenschaften mit dem Ver- 
gleichspraparat tiberein. Dieses Ergebnis schlieBt auch die oben 
erwihnte Méglichkeit aus, daB zwischen Vitamin D, und dem 
Thunfischvitamin strukturelle Unterschiede in der Seitenkette 
vorhanden sind, die sich durch die physikalisthen Kigenschaften 
der Vitamine nicht erkennen lassen. 

Nachdem durch unsere Untersuchungen nachgewiesen ist, 
daB das reine krystallisierte Vitamin D der Thunfischleber nicht 
nur als solches in seinen Higenschaften vollkommen mit Vitamin D, 
libereinstimmt, sondern auch beim Abbau denselben Aldehyd 
C,,H,,0, dieselbe Menge Formaldehyd und in gleicher Ausbeute 
das gleiche Abbauketon C,,H,,0 liefert wie Vitamin D,, steht 
eindeutig fest, da& es mit Vitamin D, identisch ist. 

Wenn man die Entstehung von Methyl-isopropyl-acetaldehyd 
beim Ozonabbau unserer Vitaminpriparate als Beweis fiir die 
Anwesenheit von Vitamin D, ansieht, so ist damit zum ersten 
Male Vitamin D, in einem Naturprodukt nachgewiesen. Nach 
unserer Schitzung enthielten unsere nicht fraktionierten Thunfisch- 
vitaminpriparate weniger als 10°/, Vitamin D,. Bei der wiederholt 
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durchgefiihrten Darstellung von krystallisiertem Vitamin benutzten 
‘wir Ausgangsmaterial verschiedener Lieferungen') und _beob. 
achteten dementsprechend bei den nicht fraktionierten Krystalli- 
saten geringe Schmelzpunktsdifferenzen. Bei einem Priaparat lag 
der Schmelzpunkt schon nach der ersten Krystallisation bei 
82—84°, bei anderen dagegen zuniichst bei 83--85° bzw. 84—87°. 
Diese Unterschiede deuten darauf hin, daB der Vitamin D,-Gebalt 
der Priparate verschieden war. 

Die Feststellung, daS Thunfischlebertran neben Vitamin J), 
auch Vitamin D, enthalten kann, scheint uns eine befriedigende 
Deutung fiir Beobachtungen zu geben, die Bills?) bei Thunfisch- 
leberélen machte. Bills untersuchte im Tierversuch Fischleberile 
verschiedener Herkunft, indem er die Wirksamkeit einer bestimmten 
Anzahl ,,Ratteneinheiten“ eines jeden Oles im Hiihnchenversuch 
priifte und so zu einem MaBstab fiir die Wirksamkeit des Oles 
bei der Hiihnerrachitis kam. Dabei stellte sich heraus, daB eine 
Anzahl Lebertrane aus verschiedenen Thunfischarten im Hiihnchen- 
versuch eine etwa 5mal geringere Wirksamkeit zeigten als die 
gleiche Zahl Ratteneinheiten vom Dorschtran bzw. Vitamin J),. 
Andere Thunfischéle dagegen kamen in ihrer Wirksamkeit beim 
Hiihnchen dem Dorschtran gleich. Fiir die Mehrzahl der unter- 
suchten Fischleberéle, darunter die vom Dorsch, Heilbutt und 
Schwertfisch, fand Bills im Hiihnchenversuch annahernd die 
gleiche antirachitische Wirkung wie fiir Vitamin D,. Nur das 
Leberél des White-sea bass war dem Dorschtran bzw. dem Vitamin D, 
deutlich iiberlegen. 

Bills zieht aus seinen Befunden den SchluB, da8B mindestens 
zwei, wahrscheinlich aber mehrere antirachitische Vitamine in 
wechselndem Mengenverhiltnis in den Fischlebern vorkommen 
und halt es fiir ,denkbar, aber nicht besonders wahrscheinlich*, 
da8 die im Hiihnchenversuch weniger wirksamen Thunfischtrane 
Vitamin D, enthalten. Auf Grund unserer Ergebnisse muB dagegen 
die Anwesenheit yon Vitamin D, in diesen Olen als sehr wal- 
scheinlich gelten. 

Die im Vergleich zum Thunfischtran gréBere Wirksamkeit 
des Dorschtranes im Hiihnchenversuch schien zunichst dafiir zu 


sprechen, daB in der Dorschleber ein Vitamin vorhanden ist, dessen f 


Wirksamkeit beim Hiihnchen griéfer ist als die von Vitamin J),. 


1) Leider konnte nicht festgestellt werden, von welcher der zabl- 
reichen Thunfischarten das von uns verwendete Ausgangsmaterial stammte. 
*) Vgl. Anmerkung 1, S. 256. 
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Konstitution des antirachitischen Vitamins der Thunfischleber 


Nachdem von Bills nachgewiesen ist, daB Dorschtran im Hiihnchen- 
versuch dem Vitamin D, gleichwertig ist, besteht kein AnlaB zu 
bezweifeln, da das antirachitische Vitamin der Dorschleber 
Vitamin D, ist. 

Da Dorschtran in der Rachitistherapie eine groBe Rolle spielt, 
haben wir seit langerer Zeit Versuche zur Isolierung seines anti- 
rachitischen Vitamins unternommen. Sie sind bisher erfolglos 
geblieben, weil die Vitaminkonzentration des Dorschtranes ver- 
hiltnismaBig gering ist. Unser Ausgangsmaterial enthielt eine 
internationale Kinheit in 10 mg. Zur Isolierung war also eine 
400000 fache Anreicherung nétig. Wir sind in einigen Versuchen 
bis zu einer 20000 fachen Anreicherung gekommen, mubten dann 
aber die Weiterarbeit wegen Materialmangel abbrechen. 

Ob im Leberél des White-sea bass, daB nach Bills im 
Hiihnchenversuch wirksamer ist als Vitamin D,, ein noch un- 
bekanntes Vitamin D vorhanden ist, kann auf Grund des Tier- 
versuches nicht entschieden werden. Die Méglichkeit, daB in 
den Fischleberdélen noch unbekannte D-Vitamine vorkommen, 
laBt sich nicht bestreiten. Solange aber ihre Existenz nicht ein- 
deutig durch Isolierung erwiesen ist, spricht nichts gegen die 
Annahme, da8B Vitamin D, das typische antirachitische 
Vitamin der Fischlebern ist, das in wechselnder Menge 
von Vitamin D, begleitet sein kann. 

Uber die Herkunft des antirachitischen Vitamins der Fische 
ist nichts sicheres bekannt. Wenn man eine Entstehung im Fisch 
durch photochemische Umwandlung eines Provitamins oder auf 
einem anderen chemischen Wege als unwahrscheinlich ansieht, 
muB man annehmen, da8 das Vitamin mit der Nahrung auf- 
genommen wird. Das fihrt zu der Frage, wie das Vitamin in 
der Nahrung entsteht. Zooplankton soll kleine Mengen Vitamin D 
enthalten!) und ebenso ist in der Fettfraktion von Sargassum- 
algen antirachitisches Vitamin nachgewiesen*). Da nach spektro- 
skopischen Untersuchungen in einer Wassertiefe bis zu 1m die 
intensitét kurzwelliger Strahlen noch verhiltnismiBig groB sein 
soll’), erscheint es méglich, daB das Vitamin D des Zooplanktons 
und der Sargassumalgen durch photochemische Umwandlung eines 
Provitamins entstehen kann. Vom Plankton und den Algen geht 
es dann vielleicht auf kleinere Tiere iiber, die den Fischen als 





1) A.M. Copping, Biochemie. J. 28, 1516 (1934); J.C. Drummond 
u. E.R. Giinther, J. exper. Biol. 11, 203 (1934). 
*) H. H. Darby u. H. T. Clarke, Science 1937, I, 818. 





964 Hans Brockmann und Anneliese Busse, 


Nahrung dienen und gelangt so schlieBlich in deren Leber. Der 
verschiedene Gehalt an Vitamin D, bei den Thunfischlebertranen 
wire nach dieser Annahme mehr von der zufalligen Zusammen-. 
setzung der Fischnahrung als von der Art des Fisches abhingig, 


Beschreibung der Versuehe. 


Darstellung von krystallisiertem Vitamin D aus Thunfischleber, 
Als Ausgangsmaterial diente der unverseifbare Anteil von Thunfischleberd), 
der nach dem tblichen Verfahren direkt aus den Lebern gewonnen worden 
war'). Die Abtrennung des Vitamins erfolgte nach der friiher angegebenen 
Vorschrift*) mit folgender Vereinfachung. Bei der Vorreinigung des Aus- 
gangsmaterials wurde statt der 2. Verteilung die Benzinfraktion der 1. Ver. 
teilung nach Verdampfen des Lésungsmittels 5 mal mit 98°/,igem Alkohol 
ausgekocht. Dabei ging das antirachitische Vitamin in den Alkohol. 
Im Riickstand der vereinigten Alkoholausziige wurde in der friiher be- 
schriebenen Weise das Vitamin durch 3 malige Adsorption an Aluminium. 
hydroxyd III angereichert. Aus der besten Fraktion der 3. Adsorption 
wurde nach Veresterung mit 3,5-Dinitro-benzoylchlorid und nach .och- 
maliger Adsorption an Aluminiumhydroxyd III das Vitamin als krystalli- 
sierter Ester (Schmelzp. 128") erhalten, der nach 2 maligem Umkrystalli- 
sieren aus Benzol-Methanol den Schmelzp. 131° zeigte’). Nach Mischung 
mit dem aus Benzol-Methanol umkrystallisierten 3, 5-Dinitro-benzoesiure-ester 
des Vitamins D, [Schmelzp. 132° 4)] trat keine Schmelzpunktsdepression ein. 

Die Ausbeute ist abhingig von der Qualitit des Ausgangsmaterials. 
Bei einer Darstellung erhielten wir aus 750g Unverseifbarem 2,10 g Ester, 
bei einer anderen aus 700 g Unverseifbarem 1,55 g Ester. Die spezifische 
Drehung des Esters aus Thunfischleberé! betrug in Chloroform [«]?° = + 98,0°, 
die des Vitamin D,-dinitro-benzoesiiure-esters [a]2° = + 97,4°. 

Beim Umkrystallisieren des Thunfischvitamin-esters aus Ather wurden 
diinne, blaBgelbe Nadeln vom Schmelzp. 135—186° erhalten). Der aus 
Ather umkrystallisierte Ester des Vitamins D, schmolz bei 187°. Eine 
Mischung der beiden Ester zeigte den Schmelzp. 136°. 


) Wir haben im Verlaufe dieser Arbeit 2600 g unverseifbaren Anteil, 
entsprechend etwa 520 kg Thunfischlebern, verarbeitet. Fiir die Uber- 
lassung des Ausgangsmaterials sind wir dem Werk Elberfeld der I. G. Farben- 
industrie A.-G. zu groBem Dank verpflichtet. 

*) Diese Z. 241, 104 (1936). 

8) Die Schmelzpunkte sind korrigiert; sie wurden im Berl-Block mit 
abgekiirzten, in 0,2° geteilten Thermometern bestimmt. Die Proben wurden 
20° unterhalb des Schmelzpunktes eingesetzt und langsam erhitzt. 

*) Dieses Priiparat verdanken wir ebenfalls dem Werk Elberfeld der 
I. G, Farbenindustrie A.-G. 

5) A. Windaus, M. Deppe u. W. Wunderlich, Liebigs Ann. 533, 
126 (1937). Beim Umkrystallisieren der héher schmelzenden Form aus 
Benzol—Methanol bildet sich die Form mit dem niedrigeren Schmelzpunkt. 
In einem Fall erhielten wir auch aus Benzol-Methanol die blaBgelbe Form 
mit dem héheren Schmelzpunkt. 
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300 mg 3,5-Dinitro-benzoesiiure-ester (Schmelzp. 130°) aus Thunfischél 
wurden mit 5 cem 5 °/,iger methylalkoholischer Kalilauge 10 Minuten unter 
reinem Stickstoff gekocht. Dann wurde mit reichlich Wasser versetzt und 
mehrmals mit Normalbenzin ausgeschiittelt. Beim Verdampfen des gut ge- 
waschenen Benzinauszuges hinterblieb das Vitamin als farbloses Ol. Es 
wurde in 3,5 cem frisch destilliertem Aceton (p. a. Merck) gelést, mit 
0,8 cem Wasser versetzt und in einen mit reinstem Stickstoff gefiillten 

‘Shrenexsiccator gebracht. Der Exsiccator wurde im Eisschrank in einem 

t Eis-Kochsalzmischung gefiillten Dewargefib aufgehoben. Im Verlauf 
von 2 Tagen hatte sich das Vitamin in langen, fabdonen Nadeln ab- 

chieden, die abgenutscht und mit wenig eiskaltem 70 °%,igem Aceton 
nachgewaschen wurden. Das Priparat zeigte den Schmelzp. 883—85° (klare 
Schmelze bei 86—87°) und gab im Gemisch mit Vitamin D, keine Schmelz- 
punktsdepression. Nach 2 maligem Umkrystallisieren lag der Schmelzpunkt 
des Vitamins bei 82--84°. 

13,049 mg Subst., 2 cem Aceton, / = 1 dm 


’ 
[ 


a = + 0,58° o}29 = + 890° 
; b Jp »] 


Zum Vergleich bestimmten wir die spezifische Drehung des Vitamins D, 
und fanden einen Wert, der innerhalb der Fehlergrenze mit dem des Thun- 
fischvitamins tibereinstimmt. 


10,974 mg Subst., 2 cem Aceton, / = 1 dm 
m=-+ 0,48°, [o]?° = + 87,6°. 


Als Grenzdosis wurde im Rattenschutzversuch fiir das krystallisierte 
Thunfischvitamin ebenso wie fiir Vitamin D, 0,025 y gefunden. Das Thun- 
fischvitamin besitzt also wie Vitamin D, ah krystallisiertes Vitamin D, 
eine Wirksamkeit von 40000 internationalen Einheiten im Milligramm. 


3,847, 3,860 mg Subst.: 11,91, 11,94 mg CO,, 3,92, 3,98 mg H,0. 


CytHyO Ber. C 84,30 H 11,54 
Gef. ,, 84,43, 84,36  ,, 11,40, 11,58. 


Additionsverbindung mit einem Bestrahlungsprodukt aus Iso- 
dehydro-cholesterin. 20 mg krystallisiertes Thunfischvitamin vom Schmelz- 
punkt 88—85° wurden zusammen mit 20 mg Bestrahlungsprodukt in wenig 
wibrigem Aceton in der Wirme gelést. Beim Erkalten schied sich die 
Additionsverbindung in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 118—119° ab. 
Nach 2maligem Umkrystallisieren aus wiBrigem Aceton lag der Schmelz- 
punkt bei 119120". Ein mit reinem Vitamin D, hergestelltes Vergleichs- 
priiparat zeigte den Schmelzp. 120—121°. Die Mischung der _ beiden 
Prii iparate schmolz bei 120°. 

Ein anderes Priiparat der Additionsverbindung wurde aus dem 6ligen 
Verseifungsprodukt des Thunfischvitamin-esters dargestellt. Der Schmelz- 
punkt lag bei 118° und stieg bei wiederholtem Umkrystallisieren auf 120°. 

340 mg Additionsverbindung vom Schmelzp. 118° wurden in 90 °/,igem 
Methanol gelést und mit etwas mehr als der berechneten Menge Digitonin 
versetzt. Man verdampfte zur Trockne und extrahierte den Riickstand mit 
Normalbenzin. Beim Verdampfen des Benzins hinterblieb das Vitamin als 
farbloses Ol, aus dem nach Auflésen in 75°,igem Aceton und Auf- 
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bewahren bei 0° 110 mg krystallisiertes Vitamin vom Schmelzp. 84—86) 
erhalten wurde. Die Additionsverbindung vom Schmelzp. 118° enthiilt 
zweifellos Vitamin D, und liefert infolgedessen nach Abtrennung des Be. 
strahlungsproduktes Vitamin D,, dem D, beigemengt ist. Aus diesem Grunde 
liegt der Schmelzpunkt etwas héher als der des reinen Vitamins Dg. 


p-Nitrobenzoat des Thunfischvitamins. Die Darstellung erfolgte 
wie beim p-Nitrobenzoat des Vitamins D,'). Der Ester krystallisierte in 
farblosen Nadeln, die nach Umkrystallisieren aus Ather-Methanol bei 116 
schmolzen. Durch hiiufiges Umkrystallisieren aus Ather-Methanol konnte 
der Schmelzpunkt auf 119—120° erhéht werden. Das aus Vitamin D, dar. 
gestellte p-Nitrobenzoat hatte nach 2 maligem Umkrystallisieren den kon- 
stanten Schmelzp. 124°. 

4,871 mg Subst.: 13,660 mg CO,, 3,770 mg H,0. 

C,,H,,O,N Ber. C 76,50 H 8,88 Gef. C 76,48 H 8,66. 


Mischschmelzpunkte. Kin Gemisch aus 135 mg Vitamin D,-dinitro. 
benzoat (Schmelzp. 132°) und 25 mg Vitamin D,-dinitro-benzoat (Schmelz. 
punkt 148°), das also 16,6 °/, D,-Ester enthielt, wurde aus Benzol—Methanol 
umkrystallisiert. Die erste Fraktion (80 mg) zeigte den Schmelzp. 128—129°, 
die zweite den Schmelzp. 127—128°. Eine Mischung der beiden Ester mit 
10 °/, Vitamin D,-dinitro-benzoat schmolz bei 129,5—130,5° und nach dem 
Umkrystallisieren aus Benzol-Methanol bei 130,5—181°; eine Mischung aus 
gleichen Teilen der beiden Ester hatte den Schmelzp. 127—129°. 

25 mg einer Mischung von Vitamin D,-p-nitrobenzoat (Schmelzp. 124° 
und Vitamin D,-p-nitrobenzoat (Schmelzp. 90°) mit einem Gehalt von 11°, 
Vitamin D,-ester hatte den Schmelzp. 116—117°. Nach Umkrystallisieren 
aus Ather-Methanol stieg der Schmelzpunkt auf 118°. Nach nochmaligem 
Umkrystallisieren wurde eine Spitzenfraktion (7,4 mg) mit dem Schmelz- 
punkt 120° erhalten. 

Kine Mischung von krystallisiertem Vitamin D, und D, mit einem 
Gehalt von 10°/, Vitamin D, zeigte den Schmelzp. 83—85° (Klirung der 
Schmelze bei 86—87°). 

Ozonabbau von Vitamin D,. Durch eine Lésung von 500 mg 
Vitamin D, in Eisessig wurde 2 Stunden lang ein schneller Strom von ozon- 
haltigem Sauerstoff geleitet. Nach Zusatz von 75 eem Wasser wurden zuniichst 
5 eem (Destillat 1) und dann 25 cem (Destillat II) abdestilliert. Die Destillate 
enthielten kleine Oltrépfchen und zeigten Geruch nach Cedernholz. Destillat! 
wurde mit Normalbenzin extrahiert und der Benzinauszug mit einer Lésung 
von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in Eisessig geschiittelt, der einige Tropfen 
konzentrierte HC! zugesetzt waren. Nach Abdampfen des Benzins schied 
sich eine braune, schmierige Masse ab, die nach Umlésen aus Methanol in 
gelben Nadeln vom Schmelzp. 105° krystallisierte. Durch Mischschmelzpunkt 
lieB sich die Substanz als das weiter unten beschriebene 2, 4-Dinitro-pheny!- 
hydrazon des Abbauketons C,,H,,0 identifizieren. 

Destillat II wurde ebenfalls mit Benzin extrahiert und der Benzinauszug 
mit einer methylalkoholischen Lésung von Semicarbazid-acetat und soviel 
Athylalkohol versetzt, bis eine homogene Lisung erhalten wurde. Nach 
einigen Stunden engte man auf ein kleines Volumen ein, wobei sich das 





1) Vgl. Anmerkung 5, S. 264. 
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Semicarbazon des Abbauketons in gliinzenden Bliittehen abschied. Nach 
Umkrystallisieren aus Chloroform—Methanol lag der Schmelzpunkt bei 216°. 
15,479 mg Subst.: 2cem Chloroform, / = 1 dm 

a= + 0,43°, [@]?9 = + 55,6' 

Nach Extraktion mit Benzin wurden Destillat I und II vereinigt und 
mit einer salzsauren Lésung von 2,4-Dinitrophenylhydrazin in Eisessig ver- 
setzt. Nach kurzer Zeit schieden sich lange, gelbe Nadeln ab (62 mg), die 
nach einmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 164° schmolzen und im 
Gemisch mit dem 2,4-L‘nitro-phenylhydrazon des Formaldehyds (Schmelz- 
punkt 165° aus Methanol) keine Depression zeigten. Ausbeute 0,23 Mol 
Formaldehyd. 

Nach Beendigung der Wasserdampfdestillation wurde die Reaktions- 
fiissigkeit mit Normalbenzin extrahiert, der Benzinextrakt zur Entfernung 
saurer Anteile mit n-NaOH durchgeschiittelt und dann im Vakuum verdampftt. 
Den 6ligen Riickstand erwirmte man kurze Zeit mit einer methylalkoholischen 
Lisung von Semicarbazid-acetat, wobei sich das Semicarbazon des Abbau- 
ketons C,,H,,O in glinzenden Bliittchen abschied. Nach zweimaligem Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Methanol lag der Schmelzpunkt bei 216° und 
konnte durch weiteres Umkrystallisieren nicht erhéht werden. Ausbeute 
120 mg einmal umkrystallisiertes Produkt. 

Aldehyd C,,H,,0: Durch eine Lésung von 1g Vitamin D, in 25 eem 
Kisessig wurde wihrend 90 Minuten ein langsamer Strom von ozonhaltigem 
Sauerstoff geleitet. Eine konzentrierte KJ-Liésung, die sich in einer an das 
Res aktionsgeftB angeschlossenen Waschflasche befand, war nach Ablauf 
dieser Zeit hellbraun gefiirbt. Es wurde mit 50 eem Ww asser verdiinnt und 
mit Wasserdampf 30 ccm iiberdestilliert. Das Destillat, das kleine Oltropfen 
enthielt, wurde mit Benzin ausgeschiittelt und die Benzinlésung wie beim vor- 
hergehenden Versuch mit einer methylalkoholischen Lésung von Semicarbazid- 
acetat und Athylalkohol versetzt. Beim Eindampfen im Vakuum schieden 
sich glinzende Blittchen ab, die nach Umkrystallisieren aus Chloroform- 
Methanol bei 216° schmolzen und im Gemisch mit dem Semicarbazon des 
Abbauketons C,,H,.0 keine Depression gaben. 

8,11 mg Subst.: 2eem Chloroform, / = 1 dm 
+ 0,23°, [ao = + 56,7° 


Die Destillationsfliissigkeit extrahierte man jetzt mit Benzin und entzog 

r Benzinlésung durch Schiitteln mit n-NaOH den sauren Anteil. Das 
beim Verdampfen der Benzinlésung hinterbleibende Ol wurde mit einer 
methylalkoholischen Lésung von Semicarbazid-acetat erwirmt, wobei sich 
nach Zusatz von etwas Wasser eine weiBe Fiillung abschied (120 mg). Nach 
hiufigem Umkrystallisieren des Niederschlages aus Chloroform- Methanol 
wurden feine, farblose Nidelechen vom Schmelzp. 229—230° erhalten, die 
cu kleinen Kugeln zusammengewachsen waren. 

10,840 mg Subst.: 2 eem Chloroform, / = 1 dm 


a = + 0,72° [a]? = + 182,8°. 


4,920; 5,109 mg Subst.: 13,075; 13,590 mg CO,, 4,750; 4,950 mg H,O. 
—? 764 mm). 

D5 H 10,73 N 12,10 

‘48, 72,54 » 10,81, 10,84 me) is 
18* 


C,,H,,ON;, Ber. C 
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2,4-Dinitro-phenylhydrazon des Abbauketons C,,H.,0. 60mg Semi- 
carbazon des Ketons C,,H,,0 aus Vitamin D, wurden in einigen Kubik. 
zentimetern Eisessig gelést und nach Zugabe von 25 cem 2 n-H,SO, 10 Minuten 
unter RiickfluB gekocht. Dann wurde das entstandene Keton mit Wasser- 
dampf abdestilliert und das Destillat mit einer Lésung von 2,4-Dinitro 
phenylhydrazin in Eisessig versetzt, die einige Tropfen konzentrierte H(| 
enthielt. Das nach einiger Zeit krystallin ausgeschiedene Dinitro-pheny] 
hydrazon bildete nach dem Umkrystallisieren aus Methanol gelbe Nadeln 
vom Schmelzp. 105° 


7,145 mg Subst.: 2 ccm Benzol, / = 1 dm 
«= + 0,20°, [aj = + 56,0°. 


4,247 mg Subst.: 10,085 mg CO,, 3,040 mg H,0O. 
CHO0N, Ber. C 64,91 H 8,16 
Gef. ,, 64,76 » 801. 


2,4-Dinitro-phenylhydrazon des Methyl-isopropyl-acetaldehydes. 
Dieses zu Vergleichszwecken dienende Priiparat wurde aus Aldehyd dar- 
gestellt, der durch QOzonisation von 500 mg Ergosterin gewonnen war’. 
Die Hauptmenge des Aldehyds befand sich in den ersten 5 cem, die bei 
der Wasserdampfdestillation tibergingen und wurde mit Normalbenzin ex- 
trahiert. Die Benzinlésung schiittelte man mit einer Lésung von 2, 4-Dinitro- 
phenylhydrazin in EKisessig, der einige Tropfen konzentrierte Salzsiure zu- 


gesetzt waren und verdampfte darauf das Benzin im Vakuum. Das Dinitro- 


phenylhydrazin schied sich in glinzenden, gelben Blittchen aus, die nach 


Umkrystallisieren aus Methanol bei 123° schmolzen. [a]\8 = — 29° Bei einer 


anderen Darstellung wurde die Benzinlésung 15 Minuten mit der Dinitro- 
phenyl-hydrazinlésung und 2 cem konzentrierter Salzsiure geschiittelt. Das 
Reaktionsprodukt zeigte nach dem Umkrystallisieren den Schmelzp. 122—123°. 
[a}%? = — 8,4°. Durch die héhere Konzentration der Salzsiiure und die lingere 
Reaktionsdauer tritt also teilweise Racemisierung ein. Beim Ozonabbau eines 
Gemisches von Vitamin D, und D, kann dem Dinitro-phenylhydrazon 
auBerdem eine kleine Menge des stiirker rechtsdrehenden Abbauketon-dinitro 
phenylhydrazons (vgl. vorhergehenden Versuch) beigemischt sein, und dadurcli 
die spezifische Drehung ebenfalls erniedrigt werden, so daB sich diese nicht 
zur Charakterisierung eignet. 


Nachweis von Vitamin D, neben Vitamin D,. Ein Gemisch you 
800 mg Vitamin D,-dinitrobenzoat und 200 mg Vitamin D,-dinitrobenzoat 
wurde in der tiblichen Weise verseift. Das dlige Verseifungsprodukt léste 
man in 25 cem Eisessig, leitete 4 Stunden lang ozonhaltigen Sauerstoff durch 


die Lésung und destillierte nach Zusatz von 50 cem Wasser mit Wasserdamp! 


zunichst 5 ecm (Destillat I) und darauf 40 eem (Destillat II) ab. Destillat I, 
das den charakteristischen Geruch des Methyl-isopropyl-acetaldehyds zeigte. 
extrahierte man mit Benzin und behandelte den Auszug, wie beim vorher- 
gehenden Versuch beschrieben, mit 2,4-Dinitro-phenylhydrazin. Es wurden 
glinzende, gelbe Blattchen erhalten, die nach 2maligem Umkrystallisieren 
den Schmelzp. 120—121° hatten und mit dem 2,4-Dinitro-phenylhydrazon 


*) Vgl. Anmerkung 2, S. 256. 
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ies Methyl-isopropyl-acetaldehyds keine Schmelzpunktsdepression zeigten. 
Ausbeute 6 mg. 

Aus dem Benzinauszug von Destillat II lieB sich das Dinitro-pheny]- 
nydrazon des Abbauketons gewinnen. Destillat I und II lieferten nach der 
Extraktion mit Benzin beim Zusatz von 2,4-Dinitro-phenylhydrazin in Eis- 
essig das Dinitro-phenylhydrazon des Formaldehyds. Die Aufarbeitung der 
Destillationsfliissigkeit in der oben beschriebenen Weise ergab 100 mg 
krystallisiertes Semicarbazon vom Schmelzp. 216°. 

Milder Ozonabbau des Thunfisch-D-vitamins. 1,35 ¢ $,5-Dinitro- 
penzoesiureester des Thunfischvitamins (Schmelzp. 130°) wurde durch 
(5 Minuten langes Kochen mit 5°/,iger methylalkoholischer KOH unter 
Stickstoff verseift. Das als farbloses Ol erhaltene Verseifungsprodukt (890 mg) 
liste man in 15 cem EKisessig und leitete einen langsamen Strom von ozon- 
haltigem Sauerstoff durch die Lésung, bis eine konzentrierte KJ-Lésung, die 
sich in einer hinter das Reaktionsgefi8 geschalteten Waschflasche befand, 
velbbraun gefirbt war. Die Reaktionsfliissigkeit verdiinnte man nun mit 
0 com Wasser und destillierte 5 ccm ab. Das Destillat, das Oltrépfchen 
enthielt und den charakteristischen Geruch des Methyl-isopropyl-acetaldehyds 
zeigte, wurde mit Benzin ausgeschiittelt und die Benzinlésung in der oben 
beschriebenen Weise mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin behandelt. Es wurden 
clinzende Blittchen vom Schmelzp. 115—116° erhalten, die nach 2maligem 
Umkrystallisieren aus Methanol bei 120—121° schmolzen und im Gemisch 
mit dem 2,4-Dinitrophenylhydrazon des Methyl-isopropyl-acetaldehyds aus 
Ergosterin keine Depression gaben. 

3,180, 3,357 mg Subst.: 6,040, 6,375 mg CO,, 1,630, 1,720 mg H,0. 

C,2H,,O,N, Ber. C 51,40 H 5,76 
Gef. ,, 51,82, 51,81 Dd, 74, 5,78. 


Aus der Destillationsfliissigkeit wurde in der beschriebenen Weise der 
neutrale Anteil der Abbauprodukte gewonnen und in methylalkoholischer 
Lésung mit Semicarbazid-acetat umgesetzt. Es wurden aus der Reaktions- 
jsung 260 mg rohes Semicarbazon vom Schmelzp. 210—211° erhalten, das 
aus Benzol—Methanol umkrystallisiert wurde. Die erste Fraktion (120 mg) 
wurde wiederholt durch Auflésen in heiBem Methanol und langsames Ein- 
dunsten umkrystallisiert, wobei sich das Semicarbazon in feinen Nidelchen 
ibschied, die zu dicken Biischeln vereinigt waren. Schmelzpunkt nach 
jmaligem Umkrystallisieren 225—226°. 

10,920 mg Subst.: 2 cem Chloroform, / = 1 dm 

a =+0,67°, [a]? = + 123° 

4,218, 4,387 mg Subst.: 11,185, 11,615 mg CO,, 4,020, 4,230 mg H,O. — 
346 mg Subst.: 0,344 cem N, (24,5°, 761 mm). 

C,,H,,ON, Ber. C 172,55 H 10,73 N 12,10 

Gef. ,, 72,36, 72,24  ,, 10,67, 10,79  ,, 11,82. 

Aus der Mutterlauge der Spitzenfraktion wurden glinzende Nidelchen 

vom Schmelzp. 214—215° erhalten, deren spezifische Drehung geringer und 


leren C-Werte niedriger waren als die der Spitzenfraktion, was zweifellos 
iuf eine Beimengung des Semicarbazons vom Abbauketon zuriickzufihren ist. 
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Abbau des Thunfisch-D-vitamins zum Keton C,,H,,.0. Das Ver- 
seifungsprodukt aus 1 g Thunfisch-vitamin D-dinitro-benzoat (Schmelzp. 130°) 
léste man in 20 cem Eisessig (p.a. Merck) und leitete 1 Stunde lang einen 
raschen Strom von ozonhaltigem Sauerstoff durch die Lésung. Nach Ver- 
diinnen mit Wasser wurden zuniichst 7 ccm (Destillat I), dann weitere 15 ecm 
abdestilliert (Destillat I). 

Destillat I, das in geringer Menge Oltrépfchen enthielt und den charakte- 
ristischen Geruch des Methyl-isopropyl-acetaldehyds zeigte, wurde mit wenig 
Benzin ausgeschiittelt. Die Benzinlésung wurde mit methylalkoholischer 
Semicarbazid-Lésung und soviel Athylalkohol versetzt, bis eine homogene 
Mischung eintrat und 12 Stunden bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Beim 
Kinengen im Vakuum schied sich ein weifer Niederschlag ab, der beim 
Erhitzen im Hochvakuum in sehr geringer Menge ein krystallisiertes 
Sublimat vom Schmelzp. 127° lieferte, das im Gemisch mit dem Semicarbazon 
des Methyl-isopropyl-acetaldehyds aus Ergosterin keine Schmelzpunkts 
depression ergab. 

Destillat II wurde ebenfalls mit Benzin ausgeschiittelt und der Benzin- 
auszug wie weiter unten angefiihrt verarbeitet. Destillat I und IIT wurden 
nach Abtrennang des Benzins vereinigt und mit einer salzsauren Losung 
von 2,4-Dinitro-phenylhydrazin in Eisessig versetzt. Nach kurzer Zeit 
schieden sich gelbe Nadeln ab (72 mg oder 0,2 Mol), die nach Umkrystallisieren 
aus Methanol—Wasser und anschlieBend aus heibem Hexan bei 163° schmolzen 
und im Gemisch mit Formaldehyd-2,4-dinitro-phenylhydrazon keine Schmelz 
punktsdepression zeigten. 

Die Destillationsfliissigkeit wurde wit Benzin erschépfend extrahiert, 
die Benzinlésung im Vakuum verdampft und der Riickstand nach Auflésen 
in Kisessig erneut 2 Stunden lang mit ozonhaltigem Sauerstoff behandelt. 
Nach Verdiinnen mit Wasser kochte man 15 Minuten unter Riickflu8, extra- 
hierte mit Benzin, entzog durch Ausschiitteln mit n-NaOH der Benzinlésung 
die sauren Produkte und verdampfte die Benzinlésung nach Vereinigung 
mit dem Benzinauszug von Destillat Il im Vakuum. Nach kurzem Erwirmen 
des éligen Riickstandes mit einer methylalkoholischen Lésung von Semi 
carbazid-acetat schieden sich beim Erkalten gliinzende Blittchen des Semi 
carbazons ab, die nach nochmaligem Umkrystallisieren konstant bei 216 
schmolzen und im Gemisch mit dem Semicarbazon des Abbauketons aus 
Vitamin D, vom Schmelzp. 216° keine Schmelzpunktsdepression gaben. Es 
wurden 125 mg einmal umkrystallisiertes Semicarbazon erhalten. 


8,290 me Subst.: 2 eem Chloroform, / = 1 dm 


a = + 0,23° [olt? = + 55,6°. 
4,411, 4,850 mg Subst.: 11,445, 12,560 mg CO,, 4,290, 4,740 mg H,0O. 
2,977, 2,284 mg Subst.: 0,829 (23°, 764 mm), 0,256 (24°, 764 mm) cem N.. 


C,,H,,ON; Ber. C 70,96 H 10,98 N 18,05 
Gef. ,, 70,80, 70,63 ,, 10,88, 10,94 ,, 12,81, 12,96. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Werk 
Elberfeld der I.G. Farbenindustrie A.-G. danken wir herzlich fiir die 
weitgehende Unterstiitzung unserer Arbeit. 
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Einwirkung von schwerem Wasser 
auf EiweifB und Aminosduren bei Kérpertemperatur 
Von 


F. K. Miinzberg und Felix Haurowitz 


(Aus dem Physikalisch-chemischen und dem Medizinisch-chemischen Institut 
der Deutschen Universitit in Prag) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. November 1938) 


KiweiB und Aminosiiuren enthalten neben den labilen an 
O, N und S gebundenen H-Atomen, welche sich mit D,O augen- 
blicklich umsetzen, und den stabilen, an C-Atome gebundenen 
H-Atomen ,,semilabile H-Atome“; sie werden beim Kochen mit 
20°/, HCl in D,O im Laufe mehrerer Stunden oder Tage all- 
mihlich ausgetauscht?). Zu den semilabilen H-Atomen gehéren 
die an C-Atome gebundenen H-Atome des Glycins?), die ortho- 
stindigen Kern-H-Atome des Tyrosins') und H-Atome des Cystins 
und der Glutaminsiiure’). Wir haben gefunden, daB in einem 
Caseinhydrolysat der Austausch semilabiler H-Atome gegen D-Atome 
bereits ber physiologischen Bedingungen vor sich geht, niimlich bei 
p,, 7,9 —8,0 und 38°. Aus unseren Versuchen geht hervor, daf 
man bei Stoffwechselversuchen mit D-haltiger Nahrung und bei 
langfristigen Fermentversuchen mit einem merklichen Austausch 
der semilabilen H-Atome zu rechnen hat. 

Bei 72 stiindiger Einwirkung von Trypsin auf Casein*) in schwerem 
Wasser wurde nicht wesentlich mehr Deuterium eingebaut als bei der ebenso 
lang dauernden Kinwirkung von schwerem Wasser auf das Hydrolysat. 
Anstatt 1°/, wurden etwa 1,5°/, des gesamten H durch D ersetzt. Daraus 
geht hervor, daB bei der tryptischen Hydrolyse von Eiweif keine oder nur 

e unbetrdchtliche Spaltung von C—C-Bindungen erfolgt*). Auch unter den 
Bedingungen der Pepsinwirkung, bei py 1—2 und 38°, wird Deuterium 
eingebaut. 


') Rittenberg, Keston, Schoenheimer u. Foster, J. of Biol. 
Chem. 125, 1, 13 (1938). 

*) Nach unver6ffentlichten Versuchen des einen von uns (M.) tauscht 
(slycin in n/10-NaOH bei 50° seine an C-Atome gebundenen H-Atome mit 
merklicher Geschwindigkeit aus. 

8) Uber solche Versuche haben zuerst Stekol u. Hamill [J. of Biol. 
Chem. 120, 531 (1937)] berichtet. 

*) Vgl. hierzu Astbury u. Wrinch, Nature 139, 798 (19387). 































272 Minzberg u. Haurowitz, Einwirkung von schwerem Wasser usv,. 


Besehreibung der Versueche 
5 


0,5 g Casein (Hammarsten) wurden mit 0,1 g Trypsin (Merck), 3,5 ccin 
Wasger und 0,035 cem 57°/,igem NaOH 24 Stunden lang bei 38° gehalten, 
dann 0,015 cem der 57°/,igen Lauge zugefiigt, um py wieder auf 7,5—5,( 
zu bringen (Kontrolle mit Phenolrotpapier) und noch 48 Stunden bei 382 
gehalten. Nach insgesamt 72 stiindiger Verdauung ergab die Formoltitration 
in einem Parallelversuch einen Verbrauch von 24,5 eem n/10-NaQOH, ent- 
sprechend 34,5 mg Amino-N; das sind 45°/, des bei Totalhydrolyse erhaltenen 
Amino-N’). Der Ansatz des Hauptversuches wurde am Wasserbade ein- 
gedampft, dann im Vakuum bei 110° getrocknet. Zu dem trockenen Hydro- 
lysat wurden nun 3,5cecm D,O und ein Trépfchen Toluol zugefiigt und 
72 Stunden bei 38° gehalten. Dann wurde der Ansatz im Vakuum bei 
< 0° in eine stark gekiihlte Vorlage abdestilliert; der Riickstand wurde in 
5 cem Wasser gelést und bei Zimmertemperatur im Vakuum eingedampft: 
dieser Riicktausch der labilen D-Atome wurde noch 5 mal in der gleichen 
Weise wiederholt. Der trockene Riickstand wurde schlieBlich im Rohr 
verbrannt, das Verbrennungswasser in einer stark gekiihlten Vorlage auf. 
gefangen, auf 10 cem mit Wasser verdiinnt und nach sorgfaltiger Reinigung 
durch Oxydation mit Permanganat im Rohr bei 200° und wiederholte 
Vakuumdestillation der Gehalt an D,O interferometrisch bestimmt; gef. 
3,2 mg D,O. — In einem zweiten Versuch wurden 0,5 g Casein in gleicher 
Weise mit 0,1 g Trypsin und 0,035 und 0,015 cem 57°/,igem NaOH in D,0 
(anstatt H,O) aufgespalten; nach insgesamt 72 stiindiger Verdauung wurde 
das leicht abspaltbare Deuterium in der eben beschriebenen Weise entfernt 
und der Gehalt des Riickstandes an D bestimmt; gef. 4,8mg D,O. Der 
etwas héhere Gehalt an D,O in diesem Versuch ist vermutlich darauf zuriick- 
zufiihren, da8 wihrend der Einwirkung von D,O anfangs stirker alkalische 
Reaktion vorhanden war, da erst allmihlich durch die enzymatische 
Freisetzung der puffernden COOH-Gruppen der im ersten Versuch von 
vornherein vorhandene py,-Wert erreicht wurde. — 0,1 g Casein wurde 
mit 0,02 g Pepsin (Merck), 2,0 cem D,O und 0,05 cem 2n-HCl 4 Tage lang 
bei 38° gehalten; der von leicht austauschbarem D befreite Riickstand gab 
bei der Verbrennung 0,5 mg D,0O. 


1) D. van Slyke, Ber. chem. Ges. 41, 3170 (1910). 

















Uber ein Keton des Vitamins D, 


Von 


A. Windaus und K. Buchholz 


Mit 2 Figuren im Text 





(Aus dem Allgem. Chemischen Universitits-Laboratorium in Gottingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1938) 


Wi haben uns in den letzten Jahren mit der Frage be- 
schiftigt, welche Anderungen man am Vitamin D,-Molekiil vor- 
nehmen kann, ohne dab die antirachitische Wirkung zum Ver- 
schwinden kommt. Dabei hat es sich herausgestellt, dab, wenn 
an Stelle der Seitenkette 

—CH—CH : CH—CH—CH—CH, 
| | | 
CH, CH, CH, 
des Vitamins D, die Seitenketten 
—CH—CH,-CH,—CH—CH—CH, oder —CH—CH,-CH,-CH,-CH—CH, 
| 


| | | | 
CH, CH, CH, CH, CH, 


oder —CH—CH,-CH,—CH—CH—CH, 
| | | 
| 
CH, 


vorhanden sind, die antirachitische Wirkung erhalten bleibt. 

Wir haben nun in letzter Zeit ein Keton untersucht, das 
aus dem Vitamin D, durch Dehydrierung nach Oppenauers 
Methode entsteht; wir haben es bisher nicht in krystallisiertem 
Zustande erhalten, dagegen liefert es ein gut krystallisiertes Semi- 
carbazon, das bei 293 my eine starke Absorptionsbande zeigt. 
Durch Spaltung dieses Semicarbazons mit Benzaldehyd 1aBt sich 
das Keton zuriickgewinnen; es absorbiert wie das Vitamin D, bei 
265 mu und kann durch Destillation im Hochvakuum als farb- 
loses Ol gewonnen werden. 

An der jungen Ratte erweist es sich in der Dosis von 7,5 7 


als antirachitisch voll wirksam; bei einem vergleichenden Versuch 


mit reinem Vitamin D, zeigt sich das Keton etwa 300mal 
schwicher wirksam als Vitamin D, ?). 


') Fiir die Durchfiihrung dieser Versuche sprechen wir der I. G. Farben- 
industrie A.-G., Werk Elberfeld, unsern besten Dank aus. 
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Fir das Keton aus Vitamin D, kommen vornehmlich die 
beiden folgenden Formeln in Betracht: 


C,H,, C,H,, 
CH; | CH,| ° 
i ee ii i 
CH, | me CH, | | | 
a : i i 
| | | 
a i 6 in tie al 


Durch Hydrierung mit Aluminium-iso-propylat liBt sich das 
Keton, allerdings nur in geringer Ausbeute, in Vitamin D, zuriick- 
verwandeln; andere Reaktionsprodukte haben wir hierbei noch 
nicht zu fassen vermocht. 


Wird das Semicarbazon nicht mit Benzaldehyd, sondern mit 
elner essigsauren Lésung von Oxalsiure gespalten, findet eine 
Isomerisierung des Ketons statt; man erhalt aus dem Rohprodukt 
ein krystallisiertes Semicarbazon, das viel langwelliger absorbiert 
als das oben erwahnte und vermutlich eine Konjugation mehr ent- 
halten wird. 


Keton aus Vitamin D,. Kin Gemisch von 4,2 g Vitamin D., 
130 g Aceton, 10 g tertiirem Aluminium-butylat und 400 g Benzo! 
wird 12 Stunden am RiickfluBkiihler zum Sieden erhitzt; nach 
dieser Zeit versetzt man das Ganze mit viel Wasser und _ hebt 
die benzolische Schicht ab; diese wird getrocknet und das Benzol 
im Vakuum abdestilliert; es hinterbleibt ein briunlich-gelbes O), 
das in 150 ccm Methanol gelést wird; die Lésung versetzt mau 
mit 5,5 g essigsaurem Semicarbazid und erhitzt sie 1 Stunde zum 
Sieden. Schon wahrend des Erwirmens beginnt die Ausscheidung 
des Semicarbazons; nach Iltigigem Stehen filtriert man ab und 
krystallisiert das Semicarbazon aus Chloroform—Methanol um; es 
bildet kleine Nadeln, die unter Zersetzung zwischen 218—222' 
schmelzen. An der Luft werden sie langsam gelb. 
5,251 mg Subst.: 14,810 mg CO,, 4,670 mg H,O. — 3,365 mg Subst. 
0,271 eem N, (23°, 761 mm). 
C,,H,,ON, Ber. C 77,09 H 10,06 N 9,81 
Gef. ,, 76,92 » 9,99 9 9,29. 


Das Spektrum ist auf Fig. 1 wiedergegeben. 


Spaltung des Semicarbazons mit Benzaldehyd: Eine Loésung 
von 0,4 g Semicarbazon, 8 ccm Benzaldehyd und 8 ccm 80°/, igem 
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Alkohol wird 6 Stunden auf dem siedenden Wasserbad erwirmt, 
dann wird der Benzaldehyd mit Wasserdampf iibergetrieben und 
der 6lige Riickstand in wenig Ather oder Petrolither aufgenommen; 
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hieraus scheiden sich beim Stehen in der Kilte das gebildete 
Benzaldehyd-semicarbazon und wenig unverindertes Ausgangs- 
material ab; gelést bleibt das zuriickgebildete Keton. 


Hydrierung des. Ketons: Kine Lisung von 1g Keton und 1 ¢ 
Aluminium-iso-propylat in 100 ccm Iso-propylalkohol wird 
10 Stunden in der Weise zum Sieden erhitzt, daB das gebildete 
Aceton abdestillieren kann; nach dieser Zeit werden Kalilauge 
und Wasser hinzugegeben und das Reaktionsprodukt mit Ather 
extrahiert. Der Riickstand des Atherextrakts wird in Pyridin 
und m-Dinitrobenzoyl-chlorid verestert und liefert dabei nach 
mehrfachem Umkrystallisieren 80 mg Vitamin D,-dinitrobenzoat. 


Spaltung des Semicarbazons mit Oxalsiure: Eine Lisung des 
Semicarbazons in 20 Teilen Essigsiure wird mit 2 Teilen Oxalsiure 
versetzt und 10 Minuten zum Sieden erhitzt; dann gibt man zu 
der Lisung viel Wasser, schiittelt das gebildete Keton mit Ather 
aus und behandelt den Riickstand in der iiblichen Weise mit 
essigsaurem Semicarbazid. Das gebildete Semicarbazon krystalli- 
siert in Nadeln und schmilzt bei 225—227° u. Zers. Sein Spektrum, 
das in Fig. 2 wiedergegeben ist, unterscheidet sich deutlich vom 
Spektrum des ersten Semicarbazons. 

4,704 mg Subst: 13,325 mg CO,, 4,300 mg H,O. — 3,704 mg Subst.: 
0,301 ccm N, (22°, 759 mm). 

C.>H,,ON, Ber. C 77,09 H 10,06 N 9,31 
Gef. ,, 77,25 ., 10,23 ,, 9,89. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der I.G. Farben- 
industrie A.G., Werk Elberfeld, und der Chemischen Fabrik 
E. Merck-Darmstadt sind wir fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten zu 
groBem Danke verpflichtet. 
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An unsere Mitarbeiter) 


Es ist wnbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderwngen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltwng 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdize erméglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche wnd kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 





Fiir die nichsten Hefte sind Arbeiten eingegangen von: 


E. Strack und K. Foérsterling; Chin Kyu-sui; A. Seybold und 
K. Egle; R. Deotto und O. Ricca; S. Skraup, F. Strieck und 
J. Schorn; C. Martius; K. Bernhard; O. Vélker; W. Menke; 
0. Schaltes und H. Behrnts-Jensen; E. Annau und T. Erdés; 
H. Fischer und E. Elhardt; F. v. Werder, Th. Moll und F. Jung; 
W. John, E. Dietzel und W.Emte; 0. Schales; H. Fuchs; D. Acker- 
mann und H.G. Fuchs; H. Fischer; Y. Takeda und T. Ohta; R. Feul- 
gen und H. Griinberg; M. Worm; H. Fischer und H. Reinecke; 















G. Lunde und H. Kringstedt; T.S. Lihn; W. Dirscherl. 





Fiir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abkiirzungen zu gebrauchen : 


Diese Z. 


Amer. J. Physiol. 
Arch. f. exper. Path. 


Ber. chem. Ges. 
Ber. Physiol. 


Biochem. Z. 
Biochemic. J. 

Bull. Soc. Chim. biol. 
Bull. Soe. chim. 
Chem. Z. 

C. r. Acad. Sci. 


Helvet. chim. Acta 
J. Amer. Chem. Soc. 
J. of Biochem. 

J. of Biol. Chem. 

J. of Physiol. 

J. prakt. Chem. 
Landw Versuchastat. 
Liebigs Ann. 

Mh. Chem. 

Naturw. 

Pfliigers Arch. 


Skand. Arch. Physiol. 
Z. Biol. 
Z. physik. Chem. 


== Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 

== American Journal of Physiology. 

== [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

== Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

== Berichte tiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

=: Biochemische Zeitschrift. 

== Biochemical Journal. v 

== Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

== Bulletin de la Société chimique de France. 

==: Chemisches Zentralblatt. 

== Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’Académie des Sciences. 

=: Helvetica Chimica Acta. 

== Journal American Chemical Society. 

== Journal of osc norserg A 

== Journal of Biological Chemistry. 

== Journal of Physiology. 

== Journal fiir praktische Chemie. 

== Landwirtschaftliche Versuchsstation. 

== Justus Liebigs Annalen der Chemie. 

== Monatshefte fiir Chemie. 

== Die Naturwissenschaften. 

== Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

== Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 

== Zeitschrift fiir Biologie. 

== Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 

Stéchiometrie und Verwandtschaftslehre. 

























